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 El factor de crecimiento similar a insulina de tipo 1 (IGF-1),  su receptor IGF1R y una 
serie de proteínas encargadas del transporte y la regulación de la actividad se incluyen dentro 
del sistema del IGF. La unión del IGF-1 a su receptor de alta afinidad conduce a la fosforilación 
de los sustratos del receptor de insulina y a la activación de dos vías principales de 
señalización, la de las MAP quinasas y la de PI3K-Akt. Estas rutas  inducen la traslocación de los 
factores de transcripción al núcleo de la célula, iniciando con ello programas específicos para la 
expresión de genes.  
 En el hombre, las mutaciones homocigotas en IGF1 dan lugar a retraso del crecimiento, 
microcefalia, déficit intelectual y sordera neurosensorial. La disponibilidad de modelos de 
ratones transgénicos para el estudio de los elementos del sistema del IGF ha proporcionado 
información valiosa sobre sus funciones durante el desarrollo. Los ratones deficientes en Igf1 
presentan retraso en el crecimiento, pérdida selectiva de poblaciones de neuronales, 
hipomielinización y sordera neurosensorial bilateral. El desarrollo coclear postnatal de estos 
mutantes se encuentra seriamente afectado y presentan una cóclea de menor tamaño, una 
membrana tectoria inmadura, alteraciones en la sinaptogénesis y una disminución significativa 
en el número y tamaño de las neuronas auditivas. 
 Para entender en profundidad la asociación entre el déficit de IGF-1 y la sordera 
neurosensorial, es importante conseguir un conocimiento más exhaustivo del modelo animal y 
de los mecanismos moleculares que regulan las acciones del IGF-1 en el oído interno. 
Objetivos y materiales 
En este estudio se ha utilizado el ratón deficiente en Igf1 como modelo animal y un 
primer paso fue caracterizar el modelo mediante distintas técnicas bioquímicas, morfológicas y 
funcionales.     
Se estimó que, debido a la importancia del IGF-1 en la supervivencia y diferenciación 
celular durante el desarrollo del oído interno, los elementos que componen el sistema podrían 
tener una expresión espacial y temporal que se regulase durante el desarrollo. El patrón de 
expresión se estudió en distintos genes del sistema del IGF mediante técnicas de hibridación in 
situ y de PCR en tiempo real, y la activación de las principales rutas involucradas en la 




Para comprender mejor las bases moleculares de las acciones de este factor y de la 
sordera neurosensorial asociada a su déficit, se quisieron identificar nuevos genes dianas de 
IGF-1. Para ello se utilizaron arrays en los que se hibridó el ARN procedente de la cóclea de 
ratones Igf1+/+ e Igf1-/- a día embrionario 18.5. El análisis de dicho array mediante distintas 
aproximaciones bioinformáticas nos permitió seleccionar los genes que se encontraban 
expresados de forma diferencial en la muestra.  
Resultados y conclusiones 
 El estudio del modelo animal ha permitido observar cómo el descenso de los niveles de 
IGF-1 a lo largo de la vida natural del ratón silvestre va acompañado de un incremento de los 
umbrales auditivos. El estudio de la morfología coclear en este animal muestra una 
disminución de la densidad neuronal del ganglio auditivo que coincide en el tiempo con la 
pérdida auditiva. 
 El estudio de la expresión celular del IGF-1 y de su receptor de alta afinidad durante el 
desarrollo embrionario y postnatal temprano en la cóclea muestra un patrón de expresión 
complementario entre factor y receptor. Por otra parte, el estudio de los perfiles de expresión 
génica de distintos elementos del sistema IGF indica que existe una compensación de la 
deficiencia crónica del IGF-1 por parte de otros elementos del sistema. Esto se observa 
también en otros órganos estudiados, aunque varían los elementos que puedan estar 
compensando el déficit de IGF-1. 
 A nivel molecular, se aprecian alteraciones importantes en el transcriptoma de la 




A  Absorbancia 
ADN  Ácido desoxirribonucleico 
ADNc  ADN complementario 
ARN  Ácido ribonucleico 
ARNm  ARN mensajero 
ANOVA Análisis de la varianza 
Akt  Proteína quinasa B  
α  Alfa 
BDNF  Factor neurotrófico derivado del cerebro 
BSA  Albúmina de suero bovino 
β  Beta 
CB   Células del borde 
CBs  Células basales 
CC  Células de Claudius 
CCE  Células ciliadas externas 
CCI  Células ciliadas internas 
Cd  Caudal 
CD  Células de Deiter 
CI  Células intermedias 
CID  Células interdentales 
CFI  Células falángicas internas 
CH  Células de Hensen 
Cit  Citoplasma 
CM  Células marginales 
cm  Centímetro 
Co  Cóclea 
CP  Células pilares 
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CPI  Células pilares internas 
Csa  Canal semicircular anterior 
Csl  Canal semicircular lateral 
Csp  Canal semicircular posterior 
Ct  Ciclo umbral 
DAB  3, 3’-diaminobencidina 
dB HL  Decibelios hearing level 
dB SPL Decibelios sound pressure level 
Do  Dorsal 
E(nº)  Día embrionario 
ECL  Enhanced chemiluminescence 
EDTA  Ácido etilendiamino tetraacético 
EGTA  Ácido etilenglicol tetraacético 
EM  Escala media 
ERK1/2 Quinasas reguladas extracelularmente 
ESM  Error estándar de la media 
EsV  Estría vascular 
ET  Escala timpánica 
EV  Escala vestibular 
FC  Fold change 
Fc  Fibrocito 
FGF  Factor de crecimiento de fibroblastos 
FOXO  Factor de transcripción forkhead box O 
ºC  Grado centígrado 
g  Gramo 
GA  Ganglio auditivo 
GDP  Nucleótido difosfato 
GER  Greater epithelial ridge 
GO  Gene Ontology 
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GSK3   Quinasa glucógeno sintasa 3 
GtP  Policlonal de cabra 
IGF-1/2 Factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 o tipo 2 
IGFBP  Proteínas de unión de alta afinidad del sistema IGF 
IGF1R/2R Receptor del factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 ó 2 
IR  Receptor de insulina 
IRS1/2  Sustrato del receptor de insulina 1 ó 2 
JNKs  Proteínas quinasas c-Jun N-terminal 
K  Potasio 
kDa  Kilodalton 
kg  Kilogramo 
kHz  Kilohercio 
LiE  Limbo espiral 
LgE  Ligamento espiral 
LER  Lesser epithelial ridge 
Lt  Lateral 
M  Molar 
mA  Miliamperio 
MAPKs Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MB  Membrana basilar 
Md  Medial 
mg  Miligramo 
ml  Mililitro 
MR  Membrana de Reissner 
mTOR  Diana de rapamicina en células de mamífero 
MouM  Monoclonal de ratón 
MT  Membrana tectoria 
multi-mgMOS multi-chip modified gamma Model for Oligonucleotide Signal 
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µl  Microlitro 
µm  Micra 
Na  Sodio 
NA  Nervio auditivo 
NBT/BCIP Nitro-azul/5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato 
NF-κB  Factor nuclear κB 
NGF  Factor de crecimiento nervioso 
NIHL  Sordera inducida por ruido 
NTF  Neurotrofina 
Nuc  Núcleo 
OC  Órgano de Corti 
OEA  Otoemisiones acústicas 
p  Valor p 
P(nº)  Día postnatal 
PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 
pb  Pares de bases 
PBS  Tampón fosfato salino 
PBS-T  PBS-Tritón 
PBS-Tw PBS-Tween 20 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa  
PDKs  Quinasas dependientes de fosfolípidos 
PEATC Potenciales evocados auditivos de tronco cerebral 
PFA  Paraformaldehído 
PH  Homología con plekstrina 
PI  Fosfatidil-inositol 
PIP3  Fosfatidil-inositol 3, 4, 5 trifosfato 
PI3K  Proteína fosfoinositol 3-quinasa 
PPLR  Probability of Positive Log Ratio 
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PTP1B  Proteína tirosina fosfatasa 1B  
PUMA  Propagating Uncertainty in Microarray Analysis 
PVDF  Fluoruro de polivinilideno 
RbP  Policlonal de conejo 
rhIGF-1 IGF-1 humano recombinante 
RIPA  Radio Inmunoprecipitation Assay 
RMA  Robust Multi-array Average  
Ro  Rostral 
RQ  Cuantificación relativa 
RT-qPCR Transcriptasa reversa seguida de PCR en tiempo real 
SAPs  Proteínas quinasas activadas por estrés 
SDS  Dodecilsulfato sódico 
Ser  Serina 
SE  Surco externo 
SI  Surco interno 
TBS  Tampón tris salino 
TBS-T  TBS-Tween 20 
Thr  Treonina 
TNFα  Factor de necrosis tumoral alfa 
TRKB/C Tirosina quinasa B o C 
Vo  Ventana oval 





































1. Anatomía y fisiología del oído en mamíferos 
 El sistema auditivo periférico se compone de tres compartimentos: oído externo, medio 
e interno. El oído externo se encarga de la percepción del sonido, de forma que los sonidos 
recogidos por el pabellón auricular son conducidos a lo largo del conducto auditivo externo 
hasta llegar a la membrana timpánica. La variación de presión sonora recibida por dicha 
membrana es transformada en energía mecánica en el oído medio y es transmitida y amplificada 
por la cadena de huesecillos (martillo, yunque y estribo) hasta la membrana que recubre la 
ventana oval del laberinto óseo. En el oído interno, la vibración genera ondas de presión en la 
perilinfa de la escala vestibular que se transmiten por resonancia a la membrana basilar. El 
desplazamiento de la misma produce la estimulación de células muy especializadas capaces de 
transformar la señal auditiva en un impulso electroquímico que se trasmite al sistema nervioso 
central a través de las fibras del octavo par craneal o nervio auditivo (figura 1). 
 
                            
 
Figura 1. Esquema anatómico del oído. El oído está compuesto de tres partes: i) oído externo, formado 
por el pabellón auricular y el conducto auditivo externo; ii) oído medio, situado en la cavidad timpánica y 




1.1. Anatomía del oído interno 
 El oído interno está constituido por una cápsula ósea ubicada en el hueso temporal 
llamada laberinto óseo, en cuyo interior se aloja una estructura epitelial cerrada que conforma el 
laberinto membranoso. El espacio entre ambas estructuras contiene un fluido de composición 
similar al líquido cefalorraquídeo llamado perilinfa (Merchán Cifuentes, 1983; König et al., 
2007). En el interior del laberinto membranoso se encuentra la endolinfa, cuya composición rica 
en potasio es fundamental para el proceso de transducción que tiene lugar en las células ciliadas. 
El volumen, la presión y la eliminación de residuos de la endolinfa se encuentran regulados por 
el saco endolinfático, que es un órgano no sensorial dentro del oído interno (Couloigner et al., 
2004). 
 En el oído interno residen dos órganos sensoriales distintos: el laberinto posterior o 
vestibular, encargado del equilibrio y la detección de la aceleración, y el laberinto anterior o 
coclear, del que depende la percepción auditiva. 
1.1.1. El sistema vestibular 
 Se encuentra formado por las cavidades óseas del vestíbulo y los canales semicirculares, 
en cuyo interior se encuentran las vesículas membranosas del utrículo, el sáculo y los conductos 
semicirculares. El utrículo recibe a los conductos semicirculares y se encuentra unido al sáculo 
por otro conducto que se prolonga formando el saco y conducto endolinfáticos. Los canales 
semicirculares (anterior, posterior y lateral) se encuentran orientados en planos ortogonales 
entre sí. Estas estructuras contienen células especializadas que van a permitir detectar la 
aceleración angular. 
 Tanto el utrículo, situado en el plano horizontal, como el sáculo, orientado en el vertical, 
poseen un epitelio sensorial diferenciado denominado mácula donde se encuentran las células 
ciliadas sensoriales y es el lugar de conexión con las terminaciones nerviosas del nervio 
vestibular. Las células sensoriales de la mácula se recubren de una capa gelatinosa, llamada 
membrana otolítica, en la que se encuentran depositados cristales inorgánicos de carbonato 
cálcico que reciben el nombre de otolitos. Estas formaciones maculares permiten que el órgano 
sea sensible a la aceleración de la gravedad o fuerza gravitatoria. 
 Cada conducto semicircular membranoso presenta un engrosamiento en uno de sus 
extremos denominado ámpula. En estos engrosamientos se localizan las crestas ampulares, con 
forma de cúpula y cubiertas por una membrana gelatinosa, que son zonas altamente 
especializadas del epitelio donde se encuentran las células sensoriales y de sostén. Las células 
sensoriales presentan un polo apical ciliado y un polo basal en el que se producen las sinapsis 
con las fibras nerviosas encargadas de recoger la información y conducirla mediante el nervio 
vestibular al cerebro donde se integra con el resto de información recibida desde otros órganos 
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sensoriales. Al igual que las máculas, las crestas ampulares son también epitelios 
neurosensoriales del sistema vestibular y son las responsables de registrar las aceleraciones 
angulares (revisado en Holstein, 2012). 
1.1.2. El sistema auditivo 
 El órgano encargado de la audición es el laberinto anterior o coclear y se encuentra 
formado por una estructura ósea con forma espiral denominada cóclea. La cóclea contiene en su 
interior una estructura membranosa, también espiral, llamada conducto coclear que se encuentra 
unida al sáculo. Desde el eje óseo de la cóclea o modiolo se proyecta la lámina espiral ósea de 
forma longitudinal dividiéndola en dos compartimentos llamados escala vestibular o superior y 
escala timpánica o inferior que contienen perilinfa. Ambas se encuentran delimitando el 
conducto coclear o escala media, un espacio en forma triangular relleno de endolinfa, que se 
puede dividir en distintas regiones según su función, composición celular y localización (figura 
2). La escala media se encuentra delimitada por: i) la membrana de Reissner, que la separa de la 
escala vestibular; ii) la membrana basilar, que la separa de la escala timpánica; iii) la pared 
lateral formada por el ligamento espiral y la estría vascular y iv) el limbo espiral (figura 3). La 
membrana de Reissner se inserta por un lado en el limbo espiral, cerca de la zona de inicio de la 
membrana tectoria, y por el otro, por encima de la estría vascular. Esta membrana no se 
encuentra vascularizada y está integrada por una doble capa que separa la perilinfa de la 
endolinfa  y funciona como una barrera selectiva del paso de iones regulando el volumen y el 
balance iónico de los fluidos que la bañan (Raphael y Altschuler, 2003). Sobre la membrana 
basilar se asienta el epitelio responsable del registro sonoro llamado órgano de Corti y sobre 
este se apoya la membrana tectoria.  
1.1.2.1. Órgano de Corti  
 El receptor auditivo u órgano de Corti está constituido por un epitelio altamente 
especializado formado por células ciliadas sensoriales y células de soporte. Hay dos tipos de 
células ciliadas, internas y externas, organizadas en una y tres filas, respectivamente, que 
recorren toda la longitud de la cóclea. Las células ciliadas internas son las verdaderas células 
sensoriales y las responsables de transmitir la información al nervio auditivo. Las células 
ciliadas externas dotan a la cóclea de una alta sensibilidad al estímulo auditivo y gran 
especificidad en la codificación de las frecuencias de la onda sonora (Raphael y Altschuler, 
2003). Ambos tipos de células ciliadas presentan en su parte apical un penacho de estereocilios 
dispuestos linealmente en el caso de las células ciliadas internas y en forma de “W” en las 
externas. La longitud de este último tipo celular y de sus estereocilios aumenta progresivamente 
desde la base hasta el ápex de la cóclea. En su polo basal las células ciliadas internas poseen 
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numerosas terminaciones sinápticas, mientras que en las externas la densidad de inervación es 
mucho menor.  
 Las células de soporte del órgano de Corti son células epiteliales altamente 
diferenciadas con diferentes características morfológicas y que se encuentran rodeando a las 
células ciliadas. La manera en que se organizan los distintos tipos celulares dentro del órgano de 
Corti es muy específica y, desde la zona medial a la lateral del mismo, se consideran las 
siguientes células de soporte: i) células del surco interno, células del borde y falángicas internas 
que rodean a las células ciliadas internas; ii) células pilares internas y externas que separan los 
dos tipos de células ciliadas y forman el túnel de Corti; iii) células de Deiters sobre las que 
apoyan las células ciliadas externas y iv) células de Hensen y Claudius (figura 3A). Los cuerpos 
celulares se encuentran en contacto entre si y descansan sobre la matriz extracelular que 
constituye la base del epitelio sensorial y las células ciliadas (Forge y Wright, 2002). En el 
órgano de Corti todas las células están diferenciadas, al contrario de lo que ocurre en otros 
tejidos epiteliales, no existe una capa de células basales no diferenciadas y esto explica la 
incapacidad de dicho órgano para regenerarse (Raphael y Altschuler, 2003; Stöver y 
Diensthuber, 2011).   
 
 
Figura 2. Esquema de un corte transversal en la cóclea y disposición de las distintas escalas en la en 
la misma. Adaptado de medicalanatomy.net.   
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Figura 3. Esquema del conducto coclear o escala media de la cóclea en adulto y detalle de la estría 
vascular. (A) Esquema de una sección media al modiolo de la cóclea. (B) Detalle de la estría vascular y 
los distintos tipos de células que la componen. Abreviaturas: CB, células del borde; CBs, células basales; 
CC, células de Claudius; CCE, células ciliadas externas; CCI, células ciliadas internas; CD, células de 
Deiter; CH, células de Hensen; CI, células intermedias; CID, células interdentales; CFI, células falángicas 
internas; CM, células marginales; CP, células del pilar; EM, escala media; EsV, estría vascular; ET, 
escala timpánica; EV, escala vestibular; Fc, fibrocito; GA, ganglio auditivo; LiE, limbo espiral; LgE, 
ligamento espiral; MB, membrana basilar; MR, membrana de Reissner; MT, membrana tectoria; SI, surco 
interno.  
1.1.2.2. Ganglio auditivo 
 El ganglio auditivo o espiral está formado por un conjunto de fibras nerviosas 
responsables de la inervación aferente del órgano de Corti y que se localizan en el canal de 
Rosenthal, alrededor del modiolo coclear. Las neuronas cocleares son células bipolares con 
axones que se proyectan hacia los núcleos cocleares del tronco del encéfalo y proyecciones 
dendríticas hacia las células ciliadas. La mayoría de las células nerviosas del ganglio auditivo 
son neuronas de tipo I, mielinizadas y que inervan a las células ciliadas internas, que son los 
mecanoreceptores de las vibraciones acústicas. Sólo una pequeña proporción de neuronas son de 
tipo II, no mielinizadas y que se unen a las células ciliadas externas. Las fibras ganglionares 
hacen sinapsis con las células ciliadas internas y externas de manera diferente. Así, mientras que 
cada fibra de tipo I hace contacto sináptico con una única célula ciliada interna, que puede ser 
inervada por 10-30 fibras, en el caso de la fibra de tipo II se conecta con diferentes células 
ciliadas externas (revisado en Stöver y Diensthuber, 2011).  
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 Las células ciliadas del órgano de Corti también presentan inervación eferente que 
depende de dos tipos de fibras nerviosas: i) fibras olivococleares mediales, están mielinizadas y 
van a inervar a las células ciliadas externas mediante sinapsis colinérgica; ii) fibras 
olivococleares laterales, no mielinizadas y hacen contacto sináptico con neuronas aferentes tipo 
I del ganglio espiral (Guinan, 2006).  La función del sistema eferente es de regulación frente a 
una estimulación exacerbada o de modulación de la señal tras la sinapsis.   
1.1.2.3. Pared lateral: ligamento espiral y estría vascular 
 El ligamento espiral está constituido en su mayor parte por tejido conectivo, 
principalmente fibrocitos de tipo I a V, y actúa a modo de lecho capilar con gran importancia en 
el abastecimiento y drenaje de los fluidos presentes en el oído. El ligamento espiral se ancla a la 
membrana basilar y podría estar regulando la tensión de la misma gracias a la presencia de 
fibroblastos ricos en proteínas contráctiles que se encuentran en el tejido (Henson et al., 1984). 
Otra de las funciones del ligamento espiral está asociada al mantenimiento del balance iónico 
dentro de la célula mediante un mecanismo asociado a los fibrocitos tipo II, IV y V que 
bombearían el ion potasio desde la perilinfa y crearían un flujo del mismo hacia los fibrocitos 
tipo I y las células basales de la estría (revisado en Raphael y Altschuler, 2003).  
 La estría vascular es una estructura epitelial muy vascularizada que se encuentra en la 
pared lateral del conducto auditivo y se apoya sobre el ligamento espiral. Es la responsable de la 
secreción de potasio a la endolinfa y, por tanto, del mantenimiento del potencial endococlear 
(Patuzzi, 2011). Se encuentra formada por tres capas celulares: i) células marginales 
organizadas en una monocapa en contacto con la endolinfa; ii) células intermedias constituidas 
por melanocitos y iii) células basales que constituyen una barrera entre la estría vascular y el 
ligamento espiral. 
1.2. Fisiología de la audición 
 El conducto coclear contiene un fluido extracelular llamado endolinfa que se caracteriza 
por su concentración alta en potasio y baja en sodio y calcio, y de cuyo mantenimiento se 
encarga la estría vascular como ya se ha comentado en el apartado anterior. Esta inusual 
concentración de iones va a generar un potencial de membrana positivo (de +80 a +100 mV) 
que es esencial para la transducción del estímulo mecánico sonoro en señales electroquímicas. 
Dicha transducción es llevada a cabo por las células ciliadas del órgano de Corti. En su parte 
apical estas células tienen unos estereocilios en los que se produce la transducción mecano-
eléctrica y que se encuentran en contacto con la membrana tectoria. Cuando se produce un 
estímulo auditivo, el estribo situado en el oído medio va a ejercer una presión sobre la ventana 
oval generando una onda en la perilinfa que se transmite por toda la cóclea, desde la base hasta 
el ápex, desplazando la membrana basilar sobre la que se apoya el órgano de Corti. Dicho 
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desplazamiento va a producir el movimiento de los cilios que se encuentran en contacto con la 
membrana tectoria, la apertura de canales iónicos y la despolarización de la célula por el 
aumento de los niveles de potasio. Como consecuencia, se produce una liberación de 
mediadores químicos en las terminaciones nerviosas que se encuentran en contacto con las 
células ciliadas. El estímulo químico origina una respuesta eléctrica que se propaga desde el 
ganglio auditivo hasta los núcleos cocleares en el tronco del encéfalo y finalmente a la corteza 
auditiva (Raphael y Altschuler, 2003; LeMasurier y Gillespie, 2005; König et al., 2007; Moore, 
2008). 
 La cóclea posee una distribución tonotópica de las frecuencias, mantenida desde la base 
hasta el ápex, debida a la mecánica específica de la membrana basilar y a la existencia de otras 
diferencias estructurales de las células ciliadas y la membrana tectoria que aparecen entre las 
distintas regiones de la espiral coclear. Esta selectividad de frecuencias o tonotopía va a permitir 
a la cóclea disociar sonidos complejos en sus frecuencias puras. Para cada frecuencia, existe una 
región característica de la membrana basilar que responde de forma específica al estímulo. Así, 
en función de la localización en la cóclea, las células ciliadas recogen las frecuencias más 
agudas en la espira basal y las graves en el ápex  Esta organización tonotópica se mantiene en la 
transmisión del estímulo a la corteza auditiva (Raphael y Altschuler, 2003; Talavage et al., 
2004; Ohlemiller y Gagnon, 2007). 
1.3. Etapas del desarrollo del oído interno en vertebrados 
 El desarrollo temprano del oído interno es muy similar entre todos los vertebrados. Las 
células sensoriales y de soporte del órgano de Corti y las neuronas del ganglio auditivo se 
desarrollan a partir del ectodermo embrionario en una pequeña área situada a cada lado de la 
región romboencefálica denominada placoda ótica (figura 4). Las células del ligamento espiral, 
la cápsula ótica y el modiolo se originan a partir de las células mesenquimales circundantes, 
mientras que los melanocitos de la estría vascular y las células de Schwann ganglionares se 
originan de la cresta neural (D'Amico-Martel y Noden, 1983; Chang et al., 2002; Fritzsch et al., 
2011). 
 El desarrollo del oído interno en los vertebrados comienza con la especificación de la 
placoda ótica en el ectodermo superficial. Al avanzar el desarrollo, la placoda ótica se engrosa e 
invagina para formar la copa ótica, que posteriormente se separa del ectodermo y se cierra 
formando la vesícula ótica u otocisto durante el día embrionario 9,5 (E9,5). La vesícula ótica es 
una estructura autónoma transitoria que contiene toda la información necesaria para llevar a 
cabo el proceso de diferenciación, que conlleva importantes cambios morfológicos y que da 
lugar a la mayoría de tipos celulares presentes en el oído interno adulto (revisado en Magarinos 
et al., 2012). Las estructuras vestibulares se desarrollan a partir de la región dorsal de la vesícula 
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ótica, mientras que el epitelio ventral forma la parte auditiva del oído interno. Los neuroblastos 
óticos delaminan de la copa y la vesícula ótica para dar lugar el ganglio acústico-vestibular, que 
contiene los precursores neurales de los ganglios auditivo y vestibular (Hemond y Morest, 1991; 
Rubel y Fritzsch, 2002). En la vesícula ótica se producen una serie de cambios morfogenéticos y 
procesos de desarrollo que modifican el saco epitelial original originando una estructura 
tridimensional compleja llamada laberinto membranoso (Kelly y Chen, 2009). Al mismo 
tiempo, las células mesenquimales circundantes forman una cápsula cartilaginosa que se 
convertirá en el laberinto óseo (Chang et al., 2002). Mientras que la mayoría de las células 
ciliadas y de soporte se originan durante el desarrollo embrionario en la cóclea del ratón, en el 
órgano de Corti se van a dar  procesos de desarrollo y maduración postnatales (Lee et al., 2006). 
En primer lugar, se produce una remodelación anatómica durante la maduración postnatal 
temprana de la cóclea que conduce a la apertura del túnel de Corti y, casi al mismo tiempo, la 
membrana tectoria se desprende de las superficies apicales de las células ciliadas y de soporte y 







Figura 4. Desarrollo del oído interno ratón. (A) El oído interno se desarrolla a partir de la placoda 
ótica. (B) La placoda ótica se invagina para formar copa ótica y posteriormente se cierra dando lugar a la 
vesícula ótica u otocisto (C-D). Se trata de una estructura embrionaria transitoria que sufre cambios 
morfológicos complejos y procesos de diferenciación celular para generar casi todos los tipos de células 
que conforman el oído interno adulto, incluyendo las neuronas de los ganglios auditivo y vestibular. Los 
precursores neuronales delaminan y migran desde el epitelio ventral para formar el ganglio acústico-
vestibular (B-D). (E-H) El conducto coclear se escinde a partir de la región ventromedial de la vesícula 
ótica y junto con el ganglio auditivo (GA) constituye la parte auditiva del primitivo ganglio acústico-
vestibular (en amarillo). Este conducto se alarga y crece para formar un tubo en espiral que da lugar a la 
escala media (EM). Las células mesenquimales que rodean el laberinto diferencian para formar las escalas 
vestibular (EV) y timpánica (ET). (I-L) El conducto coclear continúa el desarrollo con la especificación 
de un parche de prosensorial, que más tarde se convertirá en el primitivo órgano de Corti. Las células se 
reorganizan para formar el greater epithelial ridge y lesser epithelial ridge (GER y LER) que continuarán 
el desarrollo para dar lugar a el surco interno (SI), el limbo espiral, las células ciliadas internas (CCI) y 
externas (CCE) y las células de soporte (K-L). Entre las células de soporte se incluyen las células 
falángicas internas (CFI), células pilares (CP), células de Deiter (CD) y células de Hensen (CH). Estas 
células, al igual que las células ciliadas, se encentran apoyadas sobre la membrana basilar (MB) en la 
escala media del oído interno. Modificado de Magariños et al., 2013.  
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1.4. Fisiopatología de la audición 
 La hipoacusia o sordera es el déficit sensorial mas prevalente en niños y adultos y, 
según el último estudio de la Organización Mundial de la Salud (OMS; 
http://www.who.int/topics/deafness/en/), un 5% de la población mundial, 328 millones de 
adultos y 32 millones de niños, presentan pérdida auditiva incapacitante. La mayoría de estas 
personas viven en países en vías de desarrollo donde la consanguinidad aumenta el riesgo de 
enfermedad recesiva (Koffler et al., 2015). La pérdida auditiva puede comenzar a cualquier edad 
y con diversos grados de gravedad suponiendo un impacto devastador sobre la calidad de vida. 
Es especialmente comprometida la hipoacusia infantil que se instaura antes del desarrollo del 
lenguaje oral, porque impide el proceso espontaneo de adquisición del mismo, complica el 
desarrollo educativo y también la integración social del niño afectado. La pérdida auditiva en 
los adultos es mucho más frecuente y suele agravarse con el tiempo, de forma que se tienen que 
enfrentar problemas de comunicación que pueden conducir, en caso de no resolverse, al 
progresivo aislamiento del individuo. Otro tipo de hipoacusia especialmente relevante en las 
últimas décadas es la sordera asociada a trauma acústico, en la que la exposición a ruido puede 
deberse a causas profesionales o meramente ambientales. Este último tipo de pérdida auditiva 
supone un problema emergente entre la población más joven por el uso habitual de dispositivos 
de audio que funcionan insertados en el oído y son utilizados a intensidades altas durante 
periodos prolongados de tiempo.    
 De acuerdo con la asociación americana ASHA (American Speech-Language-Hearing 
Association; http://www.asha.org/public/hearing/Degree-of-Hearing-Loss/), la audición se 
puede clasificar en función al grado de pérdida auditiva como: i) ligera cuando se encuentra 
entre 16 y 25 dB HL (decibelios hearing level); ii) leve cuando oscila entre 26 y 40 dB HL; iii) 
moderada si el rango de pérdida se encuentra entre 41 y 55 dB HL; iv) moderadamente grave si 
oscila entre 56 y 70 dB HL; v) grave si lo hace entre 71 y 90 dB HL y vi) profunda por encima 
de 91 db HL. Por debajo de los 15 dB HL se considera que la audición es normal. 
 La pérdida de audición puede ser debida a la alteración de cualquiera de los 
componentes del sistema auditivo y según el tipo de defecto se clasifican como sordera: i) 
conductiva, cuando el defecto se localiza en el oído externo o medio; ii) neurosensorial, cuando 
la lesión se sitúa en el oído interno y se subdivide en coclear, si afecta al receptor auditivo, o 
retrococlear, si afecta a las vías nerviosas y iii) mixta, cuando es una combinación de las dos 
anteriores. La sordera de tipo conductivo suele conducir a una hipoacusia de leve a moderada 
que, a menudo, puede ser tratada con fármacos o cirugía, mientras que la sordera neurosensorial 
habitualmente conduce a una pérdida de audición permanente de severa a profunda y representa 
la mayoría de los casos de hipoacusia. La mayor parte de este último tipo de sordera en 
humanos es causada por trastornos cocleares y es más inusual que el defecto auditivo provenga 
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de daños en el VIII par craneal o en los centros auditivos cerebrales. La sordera neurosensorial 
es un trastorno de origen muy heterogéneo y que incluye hipoacusias con causa genética, 
presbiacusia e hipoacusias de otras etiologías. Las hipoacusias hereditarias pueden ser 
sindrómicas, representan un 30% del total de las formas hereditarias, o no sindrómicas que 
supone el restante 70%. Estas últimas a su vez se  pueden clasificar en función al tipo de 
herencia en: i) autosómicas recesivas (70-80%); ii) autosómicas dominantes (10-20%); iii) 
ligadas al cromosoma X (1-2%) y iv) de herencia mitocondrial (0,1%).   
 Las mutaciones en genes implicados en el desarrollo del oído interno son poco 
conocidas y una causa de hipoacusia hereditaria infrecuente. El desarrollo temprano del oído, la 
neurogénesis ótica y la formación de la cóclea se encuentran estrechamente regulados por una 
compleja red de factores sistémicos y locales que incluyen a las familias del factor de 
crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor de 
crecimiento similar a insulina (IGF) (revisado en Sánchez-Calderón et al., 2007). Varios 
miembros de la familia del FGF son esenciales para la organogénesis de la cóclea y por este 
motivo, mutaciones en alguno de los genes de la familia FGF o simplemente la interrupción de 
su señalización pueden dar lugar a defectos auditivos. Se han descrito mutaciones de los 
factores FGF y/o sus receptores en pacientes con pérdida auditiva neurosensorial autosómica 
recesiva, microtia y microdoncia (Rabsener et al., 2010) o síndrome lácrimo-aurículo-dento-
digital (LADD) (Shams et al., 2007  ¸ Sensi et al., 2011). El factor de crecimiento nervioso 
(NGF), el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la 
neurotrofina 4/5 (NT- 4/5) pertenecen a una familia de pequeños factores esenciales para la 
supervivencia y diferenciación de las células neuronales. BDNF y NT-3 son importantes para el 
oído interno durante su etapa embrionaria contribuyendo a la supervivencia de las neuronas 
sensoriales cocleares y vestibulares y al establecimiento de proyecciones nerviosas a los 
respectivos epitelios sensoriales (Fritzsch et al., 2004; Ramekers et al., 2012). Ambos factores 
tróficos se continúan expresando en el epitelio sensorial del oído interno tras el nacimiento. 
BDNF se expresa en las células ciliadas y de soporte del órgano de Corti entre los días 
postnatales 1 y 6 (P1-P6), pero a partir de P10 sólo lo hace en las células de soporte (Wiechers 
et al., 1999). Durante la etapa postnatal temprana NT-3 se expresa en todas las células del 
órgano de Corti, aunque en el adulto sólo lo hace en las células ciliadas internas y las de soporte 
más cercanas (Sugawara et al., 2007). Se ha explorado una posible terapia con BDNF y NT-3 
para el tratamiento de la hipoacusia neurosensorial basándose en la supervivencia observada en 
las neuronas del ganglio auditivo tras la degeneración provocada por ototóxicos en las células 
ciliadas (Ramekers et al., 2012). Recientemente se ha demostrado que las células de soporte 
derivadas de NT-3 promueven la recuperación de la función coclear y la regeneración sináptica 
después de un trauma acústico, poniendo de manifiesto el importante papel de las neurotrofinas 
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en el mantenimiento de la densidad sináptica y su regeneración después de una lesión (Wan et 
al., 2014). 
 El factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF-1) y su receptor (IGF1R) son 
esenciales para el desarrollo del oído interno y juegan un papel crítico en la diferenciación y 
supervivencia de los neuroblastos de varias especies a lo largo de la evolución (Sánchez-
Calderón et al., 2007). Su expresión también ha sido descrita en la cóclea postnatal y en el 
ganglio vestibular, aunque su papel es menos conocido. Las mutaciones homocigotas en el gen 
que codifica IGF-1 en el hombre causan sordera neurosensorial (revisado por Netchine et al., 
2011) similar a la que presentan los ratones mutantes deficientes en Igf1 (Varela-Nieto et al., 
2013). En ellos se ha descrito que presentan una cóclea de menor tamaño y una disminución en 
el número y tamaño de las neuronas auditivas del ganglio (Camarero et al., 2001; Camarero et 
al., 2003). 
 La pérdida de audición en adultos suele deberse más a factores ambientales como ruido, 
exposición a agentes tóxicos, infecciones o envejecimiento, que a causas genéticas. Es posible 
que la predisposición de cada individuo sea un reflejo de las interacciones entre factores 
ambientales y genéticos, pero de momento se han descrito pocos genes asociados a estas 
complejas situaciones. La pérdida auditiva inducida por ruido (NIHL) es la segunda forma más 
común de hipoacusia neurosensorial, después de la pérdida de audición asociada a la edad o 
presbiacusia. Las consecuencias de la exposición al ruido son variables en función de factores 
como el tipo de ruido, la intensidad del mismo, la cronicidad y la susceptibilidad individual. 
Actualmente no se dispone de medicamentos específicos para prevenir la NIHL y además el 
desarrollo de un tratamiento eficaz se ha visto obstaculizado por la compleja matriz de vías 
celulares y moleculares involucradas en este tipo de hipoacusia. Uno de los mecanismos 
asociados a este tipo de sordera es la formación de radicales libres mitocondriales debido a la 
intensa actividad metabólica inducida por el ruido en la cóclea (Henderson et al., 2006). La 
importancia de esta vía en la NIHL se ha visto reforzada por tres evidencias: i) se ha observado 
un aumento de radicales libres en la estría vascular, células ciliadas externas, células de soporte 
y en el ganglio espiral (Ohlemiller, 2006); ii) la disminución en los niveles de antioxidantes 
endógenos como la superóxido dismutasa y glutation peroxidasa aumenta la susceptibilidad al 
ruido (McFadden et al., 2001) y iii) el aporte de antioxidantes atenúa la NIHL (McFadden et al., 
2005). Además existen otras dos vías adicionales que han sido relacionadas con la NIHL que 
son la alteración en la homeostasis del calcio (Park et al., 2008) y la ruta de señalización de los 
glucocorticoides. Esta última ya se utiliza en clínica para tratar la pérdida auditiva en distintos 




 El aumento de la esperanza de vida en los países desarrollados ha hecho de la pérdida 
auditiva asociada al envejecimiento un grave problema médico. La presbiacusia o sordera 
asociada a la edad (ARHL) es un proceso multifactorial que se ve influenciado por procesos de 
estrés oxidativo que gradualmente conducen a la pérdida de potencial endococlear y a la 
degeneración de importantes elementos del sistema auditivo como el órgano de Corti, la estría 
vascular y las neuronas cocleares (Frisina, 2009; Roth, 2015). 
 La administración de determinados fármacos ototóxicos, principalmente 
aminoglucósidos y agentes para quimioterapia, puede conducir a una grave pérdida de audición 
neurosensorial bilateral que va acompañada de degeneración permanente de las células ciliadas 
y las neuronas auditivas, y que también presenta un componente genético. Los efectos 
patológicos que tanto aminoglucósidos como cisplatino producen en el órgano de Corti son muy 
similares. Generalmente son las células ciliadas externas las más susceptibles al daño y se ven 
afectadas desde la base de la cóclea hasta su ápex de una forma gradual. Este patrón conduce a 
una pérdida de auditiva inicial de las altas frecuencias, seguida de una pérdida progresiva de las 
frecuencias bajas. Además, los fármacos inducen otra serie de daños colaterales que se inicia 
con la muerte de la fila mas interna de células ciliadas externas y continúa con la de la segunda 
y tercera fila según progresa la lesión. Las células ciliadas internas son más resistentes y 
habitualmente sólo desaparecen cuando no quedan células ciliadas externas a su alrededor 
(revisado en Schacht, 2012). 
2. El sistema IGF 
 El sistema del factor de crecimiento similar a insulina juega un papel fundamental 
durante el desarrollo embrionario y posteriormente en el crecimiento y en la homeostasis 
metabólica. Este sistema ejerce su acción en procesos celulares como los de proliferación, 
supervivencia, migración celular y diferenciación.  
2.1. Componentes 
 La familia de la insulina está integrada por tres ligandos (insulina, IGF-1 e IGF-2) y sus 
receptores celulares que son el receptor de insulina (IR), los receptores de IGF-1 e IGF-2 
(IGF1R, IGF2R) y los receptores híbridos IGF1R/IR (Federici et al., 1997). Las interacciones 
entre factor y receptor y la biodisponibilidad de IGF-1 e IGF-2 se encuentran moduladas por un 
grupo de seis proteínas transportadoras de alta afinidad (IGFBP1-6) y por proteasas específicas 
(figura 5A). 
 La insulina se  produce en las células β del páncreas y se distribuye de forma endocrina 
por la sangre al resto del organismo, mientras que IGF-1 e IGF-2 son principalmente generados 
en el hígado y su producción se encuentra estimulada por la hormona de crecimiento. La forma 
activa de la insulina es un monómero compuesto por dos dominios polipeptídicos, un dominio A 
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de 21 aminoácidos y un dominio B de 30 aminoácidos que se unen por dos puentes disulfuro 
(Hua et al., 2006). La insulina adquiere su forma activa mediante procesamiento proteolítico a 
partir de la molécula de pre-proinsulina (110 aminoácidos). Los ligandos IGF-1 e IGF-2 son 
polipéptidos pequeños (7-8 kDa) de cadena sencilla constituidos por 70 y 67 aminoácidos 
respectivamente y producidos a partir de pre-propéptidos de forma similar a la insulina 
(Foulstone et al., 2005). En su forma activa, ambos están constituidos por cuatro dominios: la 
cadena A (21 aminoácidos) y la cadena B (29 aminoácidos) son homólogas a las de la molécula 
de insulina, el dominio C (12 aminoácidos) es análogo al péptido C de la proinsulina y el 
péptido carboxilo terminal o cadena D no tiene equivalente en la insulina (De Wolf et al., 1996; 
O’Dell y Day, 1998). Las formas inmaduras de IGF-1 e IGF-2 tienen además una región E en el 
extremo carboxilo terminal que se elimina antes de ser secretados los factores. IGF-2 comparte 
casi un 50% de homología con la insulina y un 70% con IGF-1.  
 Tanto IGF-1 como IGF-2 e insulina pueden unirse con distinta afinidad a IGF1R, 
receptor transmembrana tirosina quinasa, que comparte homología estructural y funcional con el 
IR (revisado en Sachdev y Yee, 2007). Sin embargo, IGF-1 posee una afinidad dos veces mayor 
por IGF1R que por IR y, por lo tanto, la mayor parte de los efectos debidos a IGF-1 derivan de 
la activación de IGF1R. Insulina e IGF-2 presentan una afinidad varias veces menor, 100 y 6 
respectivamente, en su unión a IGF1R cuando se compara con la afinidad que tiene IGF-1 
(revisado en Annunziata et al., 2010). El IGF1R es una proteína tetramérica compuesta de dos 
subunidades α, que contienen dominios de unión extracelular para IGF y dos subunidades β con 
un dominio intracelular para proteínas tirosina quinasa con un papel fundamental en la ruta de 
señalización posterior (figura 5B). Las subunidades β se encuentran unidas a las subunidades α 
mediante puentes disulfuro y son proteínas transmembrana.  El dominio catalítico tirosina 
quinasa de IGF1R contiene tres sitios tirosina (Y1131, Y1135 e Y1136), homólogos a los del 
receptor de insulina, y cuya fosforilación contribuye a la activación de IGF1R (Gronborg et al., 
1993). Este dominio se encuentra flanqueado por dos regiones reguladoras: i) una región 
juxtamembrana importante en la unión de sustratos del receptor de insulina (Shc/IRSs) y ii) un 
dominio carboxilo terminal con sitios de unión para fosfotirosina (Adams et al., 2000; De Meyts 
y Whittaker, 2002).  
 IGF-2 se une además a IGF2R, receptor manosa-6-fosfato catión-independiente, que es 
una glicoproteína transmembrana con diferentes dominios estructurales (amino-terminal, extra-
citoplasmático, transmembrana y carboxilo terminal) pero sin actividad tirosina quinasa 
(Morgan et al., 1987). La insulina no tiene afinidad de unión al IGF2R, e IGF-1 se une con 
mucha menor afinidad que IGF-2 (Hawkes y Kar, 2004). La unión de IGF-2 a este receptor 
conduce al secuestro y posterior degradación del factor por los lisosomas e, indirectamente, a la 
regulación de la concentración extracelular del mismo (Ghosh et al., 2003). 
 37 
 
 El receptor de insulina (IR) es una proteína heterotetramérica muy similar al de IGF1R. 
La capacidad de ambos receptores para autofosforilarse y fosforilar sustratos intracelulares es 
clave en las vías de señalización del sistema IGF. En el hombre IR posee dos isoformas 
generadas por procesamiento alternativo, la isoforma A (IR-A) y la B (IR-B), que difieren en la 
presencia (IR-B) o ausencia (IR-A) de 12 aminoácidos localizados en el extremo C-terminal de 
la subunidad α (Denley et al., 2003). IR-A puede ser estimulado tanto por insulina como por 
IGF-2, pero cuando lo hace este último, produce un efecto mitogénico aumentando la 
supervivencia, motilidad y capacidad invasiva de las células cancerosas (Belfiore, 2007). Por el 
contrario, IR-B es activado únicamente por la insulina y es responsable de mantener la 
homeostasis de la glucosa. 
 El sistema IGF posee receptores híbridos formados por una hemimolécula de IGF1R y 
una de IR. Los híbridos entre IGF1R e IR-A tienen igual afinidad para IGF-2 e insulina, 
mientras que los formados entre IGF1R e IR-B tienen mayor afinidad por IGF-1. La unión del 
ligando a este tipo de receptor va a dar lugar a una respuesta celular similar a la producida por la 
unión a IR o IGF1R e induce la actividad tirosina quinasa (Pandini et al., 2002). Aún no está 
bien definido el papel fisiológico específico que pueden desempeñar los receptores híbridos 
dentro del sistema IGF (Beauchamp et al., 2010).  
 La actividad de los IGF se encuentra regulada por una familia de proteínas 
transportadoras (IGFBP) con alta afinidad de unión por ellos. Se han aislado y caracterizado seis 
IGFBP tanto en el hombre como en otras especies de vertebrados (Baxter, 2000). Estas IGFBP 
comparten homología de secuencia y tienen una organización común con tres dominios 
independientes. Los dominios conservados N y C-terminal, ambos ricos en cisteína, participan 
en la unión a IGF (Firth y Baxter, 2002). El dominio central de las IGFBP es variable y en él 
tienen lugar la mayoría de las modificaciones post-traduccionales y proteolisis (Bunn y 
Fowlkes, 2003), así como para su unión a la subunidad ácido lábil (ALS) y a la matriz 
extracelular (Firth y Baxter, 2002). Las IGFBP se producen en diferentes tejidos y, por lo tanto, 
se van a encontrar en distintos fluidos biológicos. En los tejidos, las IGFBP se encuentran 
formando complejos binarios IGF-IGFBP en los que IGF-1 e IGF-2 aparecen unidas a las 
distintas IGFBP. En la circulación, sin embargo, aparecen como complejos ternarios 
compuestos por el ligando, la IGFBP (IGFBP-3 o IGFBP-5) y la glicoproteína ALS (Twigg et 
al., 1998; Baxter, 2000). Este último tipo de complejo incrementa de forma significativa la vida 
media circulante de los factores, desde minutos hasta horas, al impedirle atravesar la barrera 
endotelial del capilar (Boisclair et al., 2001; Clemmons, 2007). Por tanto, dependiendo del 
contexto fisiológico, las IGFBP pueden ejercer acciones muy diferentes. Son capaces de 
prolongar la vida media de los factores del sistema IGF modulando su biodisponibilidad y 
actividad, y también de inhibir de forma competitiva la unión de los mismos a sus receptores. 
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Además, las acciones de las IGFBP se encuentran reguladas por una serie de proteasas 
específicas de IGFBP que, mediante su acción proteolítica, controlan indirectamente la 
biodisponibilidad del IGF-1, puesto que los fragmentos originados tras la degradación de las 
IGFBPs se unen con poca o ninguna afinidad a IGF-1 (Maile y Holly, 1999). Cuatro de las 
IGFBP (IGFBP2-5) se expresan siguiendo patrones específicos y complementarios durante el 
desarrollo coclear. Estos datos sugieren que las IGFBP pueden actuar, en función del tipo 
celular, regulando de manera muy precisa la activación de la señalización del sistema IGF 
durante el desarrollo de la cóclea y contribuyendo a la diferenciación en la cóclea (Okano y 
Kelley, 2013). 
 La ALS es una glicoproteína de 85 kDa que se produce casi exclusivamente por el 
hígado y es secretada a la circulación. Hasta el momento no ha habido demasiadas evidencias 
que indiquen que la ALS tenga más funciones aparte de su papel, anteriormente descrito, en la 
prolongación de la vida media de los complejos IGF-IGFBP. La deficiencia en el hombre de 
IGFASL (OMIM 601488), asociada a baja estatura, insensibilidad a la hormona de crecimiento 
y bajos niveles de IGF-1 e IGFBP-3, proporciona una idea de la importancia de la formación de 
dichos complejos. Sin embargo, recientemente se ha descrito que el ortólogo de la ALS en la 
mosca, Drosophila dALS, está implicado en la regulación del metabolismo de carbohidratos y 
grasas. En los ratones mutantes deficientes en Igfals aumenta la sensibilidad a insulina y 
presentan un crecimiento postnatal atenuado (Haluzik et al., 2003) y la deficiencia en el hombre 
parece sugerir una alteración en el metabolismo de carbohidratos (revisado en Domené et al., 
2011). 
 Por último, se han estudiado las diferencias en la secuencia entre insulina, IGF-1 e IGF-
2 con el objeto de identificar residuos importantes en la interacción de estos factores con 
IGF1R, IGF2R y las IGFBP, y poder asociar el papel de esos residuos concretos a funciones 
específicas de los factores del sistema IGF. En este sentido, el cambio de una valina a metionina 
en el residuo 44 del gen IGF1 disminuye de forma drástica la afinidad de este por IGF1R y 
conduce a  retraso mental y del crecimiento, así como a sordera en el hombre (Denley et al., 
2005). Mientras que la sustitución de arginina por glutamina en el residuo 36 tiene un efecto 
mucho menos grave (Netchine et al., 2009; Rajapaksha et al., 2012). 
2.2. Vías de señalización 
La unión del IGF-1 al dominio extracelular de las subunidades α del IGF1R produce un 
cambio conformacional de las subunidades β produciendo la autofosforilación de los residuos 
tirosina quinasa (Y1131, Y1135, Y1136) en el dominio catalítico del receptor (Le Roith, 2000), 
y la posterior fosforilación de los sustratos del receptor de insulina (IRS1-4). Los sustratos del 
receptor de insulina (IRS) fosforilados van a actuar como proteínas adaptadoras de otras 
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moléculas con dominios SH2, tales como la proteína de unión al receptor del factor de 
crecimiento 2 (Grb2) o la subunidad p85 de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), y en último 
término hacen posible la activación de distintas vías de señalización intracelular (figura 5A).
 
Figura 5. Sistema IGF. A) Componentes del sistema IGF. B) Principales rutas de señalización reguladas 
por el IGF-1. 
 
2.2.1. MAP quinasas 
Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) son una familia de proteínas 
quinasas de tipo serina/treonina altamente conservadas entre eucariotas e implicadas en 
procesos de crecimiento, supervivencia y diferenciación celular (Seger y Krebs, 1995; 
Kyosseva, 2004). Se han identificado diferentes MAPKs, aunque las mas estudiadas son: i) la 
familia de quinasas reguladas extracelularmente (ERK) que responden al estímulo de factores de 
crecimiento y otros mitógenos y que a su vez se subdivide en las MAPKs clásicas (ERK1/p44 y 
ERK2/p42) y las MAPKs grandes (ERK3, ERK5, ERK7 y ERK8); ii) las proteínas quinasas 
activadas por estrés o quinasas c-Jun N-terminal (SAPK/JNK); y iii) las p38 MAPKs que se 
inducen por distintos tipos de estrés como radiación (ultravioleta o gamma), hipoxia, estrés 
oxidativo y diferentes citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNFα) 
(Kyriakis y Avruch, 2001; Vardatsikos et al, 2009). 
Tras la activación de IGF1R y sus sustratos, la ruta de señalización se inicia cuando la 
proteína Grb2, en asociación con un factor de intercambio de nucleótidos como SOS, va a 
permitir la liberación de un nucleótido difosfato (GDP). El GDP se une a la proteína Ras-GDP 
inactiva que se encuentra asociada a la membrana plasmática dentro del citoplasma para formar 
Ras-GTP activa (Downward, 2003; LeFloch et al., 2009). Como consecuencia, se va a producir 
un cambio conformacional de la proteína y la activación de diferentes proteínas efectoras, entre 
las que se encuentran las distintas isoformas de la quinasa serina/treonina Raf (MAPKKK) que 
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fosforila y activa MEK (MAPKK). Esta cascada de señales resulta en la activación de ERK1/2, 
JNK1/2/3 y p38 MAPKs (figura 5B). Mientras que la ruta de señalización de ERK1/2 está 
implicada en la proliferación y diferenciación celular, la activación vía TNFα de las cascadas de 
señalización de JNK y p38 MAPKs promueve acciones inflamatorias (Wajant et al., 2003).  
2.2.2. PI3K-Akt 
 Constituye una segunda vía de señalización mediada por la activación de IGF1R y la 
consiguiente fosforilación de los IRS. La unión de IRS1 a la proteína PI3K mediante su 
subunidad p85 reguladora permite la activación de la subunidad p110 catalítica. Esta última va a 
ser la encargada de fosforilar lípidos como el fosfatidil-inositol (PI) y generar formas 
trifosforiladas como el fosfatidil-inositol 3, 4, 5 trifosfato (PIP3) (Shepherd et al, 1998; Kanzali, 
2006). El PIP3 puede unirse al dominio amino terminal con homología a plekstrina (PH) de 
PKB/Akt y facilitar su fosforilación en los residuos Thr308 y Ser473 por quinasas dependientes 
de fosfolípidos (PDKs). Una vez activada, PKB/Akt puede fosforilar distintas dianas celulares: 
i) BAD, un miembro de la familia Bcl-2, inhibiendo la apoptosis; ii) GSK3 (quinasa glucógeno 
sintasa 3), inhibiendo la supresión de glucógeno sintasa; iii) FOXO (factor de transcripción 
forkhead box O), modificando su regulación transcripcional y la salida del núcleo con posterior 
ubiquitinilación y degradación en el citoplasma y iv) mTOR (revisado en Siddle, 2011) (figura 
I5B). PKB/Akt promueve la disociación del complejo hamartina-tuberina (TSC1/2) mediante la 
fosforilación de la tuberina (TSC2). El objetivo principal del complejo TSC1/2 es inhibir a 
mTOR, un elemento regulador del crecimiento celular. El complejo TSC1/2 mantiene 
inactivado a mTOR mediante un mecanismo que implica a Rheb, una GTPasa de la familia de 
las RAS o pequeñas GTPasas. Puesto que mTOR necesita de Rheb-GTP para su 
funcionamiento, el complejo TSC1/2 mantiene a Rheb unida a GDP, una forma de menor 
energía. La regulación negativa de TSC1/2 por parte de PKB/Akt supone la activación de la vía 
de señalización de mTOR, que fosforila a la quinasa S6 (S6K) estimulando la síntesis proteica 
ribosomal necesaria para el crecimiento y la proliferación celular (revisado en Taniguchi et al., 
2006). En resumen, Akt tiene un papel relevante en distintos eventos celulares como son la 
supervivencia y la regulación metabólica a distintos niveles que incluyen: i) el control del estado 
redox, ii) la respuesta metabólica a nutrientes, iii) la regulación de la autofagia; y iv) la de la 
síntesis de proteínas. 
3. El sistema IGF en el oído interno  
3.1. Genes del sistema y sordera en humanos 
 Los principales defectos moleculares en el sistema IGF se producen por mutaciones en 




3.1.1. Mutaciones en IGF1 
 Las mutaciones homocigotas del gen IGF1 son muy poco comunes y hasta el momento 
se han descrito únicamente cinco casos (Woods et al., 1996; Bonapace et al., 2003; Coutinho et 
al., 2007; Walenkamp et al., 2005 y 2007; Netchine et al., 2009). Las características que los 
pacientes presentaban en común eran un retraso severo del crecimiento intrauterino y cierto 
grado de microcefalia. En tres de los cinco casos se describió una pérdida de audición entre 
grave y profunda. El primero de ellos se debía a una deleción parcial en homocigosis de IGF1 y 
las manifestaciones clínicas del paciente fueron un retraso del crecimiento prenatal y postnatal, 
discapacidad intelectual y sordera neurosensorial (Woods et al., 1996). El segundo caso 
presentaba una mutación puntual en la región E del precursor de IGF-1 y presentaba baja talla, 
retraso en el desarrollo psicomotor y sordera neurosensorial (Bonapace et al., 2003). En el 
último caso descrito las alteraciones se debían a una mutación puntual sin sentido y el paciente 
manifestaba retraso en el crecimiento intrauterino y postnatal, microcefalia y sordera 
neurosensorial (Walenkamp et al., 2005). En el último caso, el fenotipo del paciente era más 
leve que en el resto. La mutación encontrada en el gen IGF1 permitía la síntesis de IGF-1, 
aunque la afinidad del factor por su receptor era menor a la habitual. Mediante un exhaustivo 
test auditivo se comprobó que presentaba una audición normal (Netchine et al., 2009). 
 Las mutaciones en heterocigosis del gen IGF1 se han asociado a un descenso moderado 
de la estatura, pero no se ha descrito pérdida de audición en estos pacientes (van Duyvenvoor et 
al., 2010; Fuqua et al., 2012). Recientemente se ha publicado un caso de deficiencia parcial de 
IGF-1 que presentaba retraso en el crecimiento prenatal y postnatal y microcefalia, pero el 
retraso en el desarrollo era leve y los test de audición normales (Van Duyvenvoorde et al., 
2010).  
3.1.2. Mutaciones en IGF1R 
 Las mutaciones en IGF1R se caracterizan por la resistencia a IGF-1 que conduce a una 
alteración del crecimiento fetal y postnatal. En el hombre se han descrito varios casos de 
mutaciones en heterocigosis del gen (Abuzzahab et al, 2003; Kawashima et al., 2005; Raile et 
al., 2006; Walenkamp et al., 2006; Inagaki et al., 2007; Kruis et al., 2010; Wallborn et al., 2010; 
Choi et al., 2011) y únicamente dos casos de mutaciones homocigotas de IGF1R. En la primera 
de ellas se describía un fenotipo más grave caracterizado por retraso en el crecimiento 
intrauterino y postnatal, microcefalia, dimorfismo facial, malformaciones cardiacas y resistencia 
a insulina (Gannage-Yared et al., 2013). Puesto que todos los mutantes nulos de Igf1r morían al 
nacer de fallo respiratorio (Liu et al., 1993), los autores explicaron la supervivencia del paciente 
porque presentaba una mutación hipomorfa por pérdida de función, en la que el gen conservaría 
algo de actividad, y la situación de homocigosidad genética sería compatible con la vida 
(Gannage-Yared et al., 2013). La segunda mutación homocigota del gen IGF1R se ha asociado 
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con las características clínicas del Síndrome SHORT, además de con retraso en el desarrollo, 
defectos en el sistema nervioso central y niveles altos de IGF-1 (Prontera et al., 2015). El 
Síndrome SHORT (OMIM269880; ORPHA3163) es una enfermedad rara caracterizada por 
baja estatura, híper-extensibilidad de las articulaciones y/o hernia inguinal, depresión ocular, 
anomalía de Rieger, retraso en la dentición y sordera neurosensorial en el 25% de los afectados 
por este síndrome (revisado por Innes y Dyment, 2014). También se ha descrito pérdida auditiva 
en mutaciones en heterocigosis de IGF1R cuando la deleción afecta al gen completo (Ester et 
al., 2009). 
3.2. Modelos animales en el estudio de IGF-1 
 La utilización de modelos animales ha contribuido en los últimos años a una mayor 
comprensión de las bases genéticas y moleculares de la audición. Distintos autores han descrito 
que la deficiencia de IGF-1 causa importantes alteraciones en el oído interno de especies tan 
diversas como el pez cebra (Schueter et al., 2007), el pollo (Camarero et al., 2003), la rata 
(Zheng et al., 1997) y el ratón (Camarero et al., 2001, 2002; Cediel et al., 2006). Desde la 
secuenciación del genoma del ratón en el año 2002, este modelo animal se ha convertido en el 
más utilizado en el laboratorio para estudios genómicos. Sin embargo, hay que tener en cuenta 
las diferencias frente al hombre en su rango auditivo y su respuesta inmune entre otras 
(Leibovici et al., 2008; Ohlemiller et al., 2009). 
 Se han generado modelos transgénicos de ratón dirigidos al estudio de mutaciones 
asociadas a pérdida de audición previamente descritas en el hombre, o para identificar mediante 
el tratamiento con diferentes agentes mutagénicos nuevos genes. En los ratones modificados 
genéticamente la función auditiva se ha estudiado mediante distintos abordajes técnicos: i) el 
análisis de los potenciales evocados auditivos de tronco cerebral (PEATC) y las otoemisiones 
acústicas (OEA) para valorar la función; ii) el potencial endococlear para medir la fisiología; iii) 
la hibridación in situ que informa sobre la morfología; iv) la técnica de patch-clamp (Sakmann y 
Neher, 1983) que informa sobre electrofisiología celular; y v) el estudio de patrones de 
expresión (Willott, 2006; Hardisty-Hughes et al., 2010) que da información molecular. 
 En la actualidad hay disponibles modelos animales con mutaciones en distintos 
componentes de la vía de señalización de IGF-1 y que pueden ser utilizados para estudiar los 
efectos del déficit del factor en el desarrollo del oído interno. En el caso del ratón, existen líneas 
modificadas genéticamente con mutaciones en los factores (IGF-1 y 2), el receptor (IGF1R, 
IGF2R e IR) y las proteínas de unión de alta afinidad del sistema IGF (IGFBP). En bases de 
datos como la de Mouse Genome Informatics (http://www.informatics.jax.org) es posible 
encontrar información detallada sobre el tipo de mutación, el fondo genético y el fenotipo que 
presenta cada una de las líneas. La mayoría de los ratones mutantes del sistema IGF presenta un 
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fenotipo que incluye alguna de las siguientes características: aumento de la mortalidad, 
envejecimiento prematuro, déficit en el crecimiento, talla baja, infertilidad, cambios endocrinos, 
anomalías músculo-esqueléticas y alteraciones neurales. En el sistema nervioso los ratones 
transgénicos con una elevada expresión de IGF-1 presentan un aumento del tamaño neuronal y 
menor apoptosis, mientras que los ratones deficientes en Igf1 tienen un menor tamaño cerebral, 
pérdida selectiva de poblaciones neuronales, hipomielinización y disminución de la velocidad 
de conducción periférica (Powell-Braxton et al., 1993). 
 Se han descrito alteraciones auditivas en el ratón deficiente en el gen Igf1 (Igf1
tm1Arge
; 
MGI: 1926485) que se generó mediante deleción de una parte del exón 4 y la inserción en su 
lugar de un gen de resistencia a neomicina (Liu et al., 1993; Cediel et al., 2006). El ratón 
mutante homocigoto deficiente en Igf1 y mantenido en un fondo genético híbrido 
(129SvEv*MFI), presenta retraso en el desarrollo del oído interno, cambios en la morfología 
coclear y en la inervación celular, degeneración del ganglio auditivo y aumento de la apoptosis 
neural (Camarero et al., 2001 y 2002) (figura 6). Como resultado, los ratones Igf1
-/-
 presentan 
desde el nacimiento una sordera neurosensorial bilateral profunda. Por otro lado, tanto la cóclea 
como la vía auditiva central presentan una pérdida de mielinización que da lugar a un retraso en 
las latencias de las respuestas obtenidas del tronco cerebral auditivo (Cediel et al., 2006). La 
deficiencia en IGF-1 va a producir apoptosis dependiente de caspasa 3 en las neuronas del 
cerebro y la cóclea (Sánchez-Calderón et al., 2007). Además de las alteraciones auditivas, los 
ratones Igf1
-/-
 presentan otros déficits sensoriales en las funciones olfatoria y visual (Vicario-
Abejón et al., 2003; Otaegui et al., 2006; Scolnick et al., 2008; Hurtado-Chong et al., 2009; 
Varela-Nieto et al., 2013).  
 Como ya se ha comentado anteriormente, los ratones nulos Igf1r mueren poco después 
del nacimiento debido a una insuficiencia respiratoria causada por problemas de desarrollo en 
los músculos intercostales y el diafragma. Estos ratones presentan múltiples alteraciones que 
afectan al desarrollo óseo embrionario e incluyen hipoplasia muscular o retraso en la osificación 
entre otras (Baker et al., 1993; Liu et al., 1993). Además se encuentra afectado el desarrollo del 
oído interno donde se ha descrito un acortamiento del conducto coclear, retraso en el desarrollo 
y diferenciación de las células ciliadas y defectos vestibulares (Okano et al., 2011). Debido a la 
muerte temprana de los ratones no ha sido posible un análisis del oído interno postnatal y de la 
función auditiva en estos animales. 
 Los ratones mutantes con alteraciones en la expresión de las diferentes IGFBP han 
generado fenotipos poco marcados, en parte compensados por otras IGFBP, y que no han 
aportado información específica sobre el papel de cada una de ellas en el contexto biológico. En 
general el aumento de su expresión conduce a una disminución en la biodisponibilidad y 
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alteraciones en la formación del hueso, aunque no se han llevado a cabo estudios de la función 
auditiva (Eckstein et al., 2002; Silha et al., 2003; Salih et al., 2005; Ben Lagha et al., 2006). 
 
                  




 La alteración de los genes que codifican los sustratos del receptor de insulina (IRS) 
también dan lugar a alteraciones sensoriales y del crecimiento (Araki et al., 1994; Murillo-
Cuesta et al., 2012). Los ratones con una mutación homocigota en el gen Irs1 o con una 
mutación espontanea del mismo presentan graves alteraciones del crecimiento óseo, osteopenia 
e hipoacusia (Ogata et al., 2000; DeMambro et al., 2010). Los ratones deficientes en Irs2 
desarrollan una sordera profunda que es posible mejorar con la deleción del gen que codifica la 





4. Perspectivas de la terapia con IGF-1 en el tratamiento de la hipoacusia 
 En los últimos años, los avances en los campos de la genética y la secuenciación del 
genoma humano y de otras especies han contribuido al avance en el conocimiento de la 
fisiopatología de la audición (Dror y Avraham, 2009). La hipoacusia neurosensorial es una 
patología debida en gran medida a la pérdida de células ciliadas cocleares. En el hombre, al 
contrario que en otras especies, no es posible la regeneración de las células del oído interno y 
tampoco se cuenta con una terapia alternativa que permita la sustitución de las células dañadas. 
El tratamiento actual se basa en las prótesis auditivas y los implantes cocleares. Estos 
dispositivos presentan resultados variables entre pacientes, con problemas en la discriminación 
auditiva y una vida útil limitada, a pesar de los avances en microcirugía y tecnología de 
implantes cocleares. Las terapias emergentes buscan la sustitución de las células dañadas o la 
regeneración funcional de las células del oído interno, que se ha convertido en el principal 
objetivo de la investigación biomédica en esta área durante los últimos años (Rivolta et al., 
2010; Gunewardene et al., 2012). Una de las mayores barreras biológicas para el proceso de 
regeneración es la diferenciación terminal, que incluye aspectos como la expresión de genes 
específicos, el desarrollo de un fenotipo de célula madura y el cese irreversible de la división 
celular. En este contexto, profundizar en el conocimiento de las moléculas que, como IGF-1, 
regulan el desarrollo temprano del oído interno y tienen un papel fundamental en la 
regeneración y mantenimiento de las neuronas óticas (Magariños et al., 2012), es esencial para 
avanzar en la utilización de la terapia celular con células madre. 
 En paralelo, el uso de modelos animales de sordera (Lewis y Steel, 2010) y los avances 
en los campos como el de la nanotecnología (Danti etal., 2009) han puesto de manifiesto nuevas 
posibilidades de intervención terapéutica. En los últimos años ha habido un creciente interés en 
el potencial uso de IGF-1 para el tratamiento de la pérdida de la audición. Estudios in vivo 
realizados en modelos animales han demostrado que la aplicación local de rhIGF-1 (IGF-1 
humano recombinante) protege a la cóclea de sufrir pérdidas, tanto a nivel histológico como 
funcional, inducidas por trauma auditivo (Iwai et al., 2006). Posteriormente se demostró que la 
aplicación local de IGF-1 es bien tolerada y se ha descrito una recuperación media en la 
audición de 14 dB (rango 5-22 dB) en pacientes con pérdida auditiva neurosensorial súbita 
resistente al tratamiento con glucocorticoides (Nakagawa et al., 2010 y 2012). Recientemente se 
ha estudiado la eficacia y seguridad de la terapia local de IGF-1 depositado en el oído medio 
frente a la inyección intratimpánica de dexametasona observándose una mejora de al menos 10 
dB en la media de los umbrales auditivos (Nakagawa et al., 2014). Los efectos del IGF-1 en la 
hipoacusia neurosensorial súbita se han estudiado en un ensayo clínico en pacientes resistentes a 
esteroides y se ha observado una mejora significativa de la audición tras 24 semanas 
(Yamamoto et al., 2014). Sin embargo, los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos 
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protectores de IGF-1 en la audición aún no están claros y se necesita un conocimiento más 



































 El factor de crecimiento similar a insulina de tipo 1 (IGF-1) es esencial para la 
proliferación y supervivencia celular durante el desarrollo temprano del oído interno en diversas 
especies, y para la diferenciación de las neuronas auditivas. En el hombre, las mutaciones 
homocigotas en el gen IGF1 cursan con sordera neurosensorial sindrómica y el ratón deficiente 
en Igf1 presenta sordera profunda asociada a la pérdida de neuronas del ganglio auditivo. Para 
dilucidar la asociación entre el déficit de IGF-1 y la sordera neurosensorial es necesario un 
mayor conocimiento del modelo animal y de los mecanismos moleculares que modulan las 
acciones del IGF-1 en el oído interno. 
Los objetivos de este trabajo son los siguientes: 
1. Caracterizar el modelo murino deficiente en IGF-1 a lo largo de su vida natural. Para ello se 
realizarán los siguientes estudios: 
1.1. Estudio longitudinal de las funciones auditiva y vestibular en ratones Igf1+/+, Igf1+/- e Igf1-/-. 
1.2. Estudio de la anatomía comparada del oído medio e interno, así como de la morfología 
coclear. 
1.3. En paralelo, se determinaran parámetros bioquímicos en plasma relacionados con el sistema 
IGF-1. 
2. Estudiar la expresión comparada de genes del sistema IGF en ratones silvestres y deficientes 
en IGF-1. Para ello se usaran las siguientes aproximaciones: 
2.1. Estudio del patrón de expresión celular del IGF-1 y de su receptor de alta afinidad IGF1R 
durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano de la cóclea. 
2.2. Estudio de los perfiles de expresión génica del sistema IGF, y determinación de los niveles 
de activación de proteínas de sus vías de señalización durante estadios embrionario y 
postnatales de la cóclea. 
2.3. En paralelo, se estudiará la expresión de genes del sistema IGF en otros órganos y en la 
cóclea del ratón deficiente en Igf1r. 
3. Buscar nuevas dianas cocleares del IGF-1 mediante la identificación de genes con expresión 
diferencial en la cóclea embrionaria del ratón Igf1
-/-
. Para ello se realizarán los siguientes 
abordajes experimentales: 
3.1. Estudio comparado del transcriptoma de ratones Igf1+/+ e Igf1-/- . 
















































MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Animales de experimentación 
1.1. Mantenimiento de la colonia de ratones 
1.1.1. Ratones Igf1-/-  
 Se ha utilizado una línea de ratones modificados genéticamente a la que se había 
delecionado parcialmente el exón 4 del gen Igf1 e insertado el gen de resistencia a neomicina 
(Igf1
tm1Arge
; MGI: 1926485) (Liu et al., 1993). Para los experimentos esta mutación se ha 
mantenido en dos fondos genéticos diferentes. Una línea de ratones se estableció en un fondo 
puro C57BL/6JOlaHsd (Harlan, Cambridgeshire, UK) en la que la supervivencia postparto de 
los embriones Igf1
-/-
 era nula, y la otra en un fondo genético mixto HsdOla: MF1 (Harlan) y 
129/SvEvTac (Taconic, New York, USA) para conseguir la supervivencia postnatal de los 
ratones nulos. La mortalidad de dichos ratones durante la época perinatal y hasta alcanzar la 
edad adulta es elevada, aunque sobrevivieron un 20-30% de ellos. Las líneas se mantuvieron 
mediante cruces heterocigotos puesto que los ratones Igf1
-/-
 no son fértiles.  
1.1.1. Ratones UBC-CreERT2; Igf1rfl/fl 
 Para los experimentos se ha empleado una línea de ratones mutantes condicionales de 
Igf1r, generada mediante el sistema de recombinación Cre/lox, puesto que la deleción de dicho 
gen es letal en el momento del nacimiento. Los ratones dobles transgénicos UBC-CreERT2; 
Igf1r
fl/fl
 se consiguieron mediante el cruce parental (F0) de ratones transgénicos hemicigotos 
UBC-Cre ERT2 (Tg(UBC-cre/ERT2)1Ejb; Mouse Genome Informatics (MGI): 3707333) de 





; MGI: 3818453) de fondo genético C57BL/6 (Kloting et al., 
2008). Los ratones heterocigotos UBC-CreERT2; Igf1r
fl/+
 obtenidos en la 1ª generación (F1) se 
cruzaron con Igf1r
fl/fl
 para obtener una 2ª generación (F2) con la misma proporción de los cuatro 
genotipos posibles. Se seleccionaron para experimentos los ratones dobles transgénicos UBC-
CreERT2; Igf1r
fl/fl
 y los controles Igf1r
fl/fl
, ambos con un fondo genético mixto 
129SvEv/C57BL/6.  
 Para inducir la activación de la recombinasa del bacteriófago P1 (Cre), se inyectó de 
forma intraperitoneal una solución de 75 mg/kg de tamoxifeno (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, 
EE.UU.) durante cinco días consecutivos a ratones macho de 1 mes de edad. La solución de 
tamoxifeno se disolvió en aceite de maíz (Sigma-Aldrich) a una concentración de 20 mg/ml.  
 Para el estudio se utilizaron embriones de ratón procedentes de madres gestantes y 
ratones en etapa postnatal de distintas edades. Todos ellos fueron estabulados en el animalario 
del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” (IIBM) (número de identificación 
europeo ES280790000188) en habitaciones de temperatura controlada (22±2ºC), con ciclos de 
 54 
 
luz-oscuridad de 12 h y libre acceso al agua y a la dieta estándar. Los cruces parentales para 
generar los ratones dobles transgénicos UBC-CreERT2; Igf1r
fl/+
 se hicieron en el laboratorio del 
Dr. J. G. Pichel (CIBIR). 
 Todos los procedimientos de manejo de los animales se llevaron a cabo según la 
legislación europea y nacional (Directiva Europea 2010/63/EU; RD 53/2013). Para los 
experimentos se siguieron las recomendaciones de FELASA (Federation of Laboratory Animal 
Science Associations) y fueron aprobados por el Comité de Bioética del CSIC.  
1.2. Genotipado de ratones  
 El genotipo de los ratones se identificó con el kit REDExtract-N-Amp
TM
Tissue PCR 
(Sigma-Aldrich) siguiendo las indicaciones del fabricante. La extracción de ADN se hizo a 
partir de una pequeña biopsia tomada de la parte final de la cola del ratón.  
1.2.1. Genotipado de ratones Igf1-/- 
  La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se programó con los siguientes ciclos 
térmicos: 1 ciclo de 94ºC durante 10 minutos; 30 ciclos de 94ºC durante 1 minuto, 59ºC durante 
1 minuto, 72ºC durante 1 minuto; y un ciclo final de elongación de 72ºC durante 10 minutos. El 










amplificaban un fragmento de 250 pb. El casete de neomicina, insertado en la secuencia de los 









 que daban lugar a 
una banda de 658 pb. Todos los oligonucleótidos se utilizaron de forma simultánea en la 
reacción de PCR sin que se detectase interferencia alguna entre ellos. Los productos de PCR se 
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa (Conda, Madrid, España) y se revelaron 
para su análisis (figura 7). 
 
Figura 7. Análisis del genotipo de ratones 
mutantes de Igf1. Imagen de un gel de agarosa 
1% con SYBR® Safe DNA Gel Stain 
(ThermoFisher Scientific) en el que se separaron 
los productos de amplificación de la PCR 
mediante electroforesis. En los ratones Igf1
+/-
 la 
amplificación con los oligonucleótidos para Igf1 y 
Neo fue positiva para ambos genes, mientras que 




 sólo se amplificó un 













1.2.2. Genotipado de ratones UBC-CreERT2; Igf1rfl/fl 
 La PCR para la detección del fragmento UBC-CreERT2 y un gen utilizado como control 
positivo de la PCR se programó de la siguiente manera: 1 ciclo de 94ºC durante 4 minutos; 30 
ciclos de 94ºC durante 30 segundos, 60ºC durante 30 segundos, 72ºC durante 30 segundos; y un 



















, que amplificaron 
fragmentos de 307 y 121 pb respectivamente. 
 Las condiciones para la PCR de detección del alelo Igf1r no mutado o el alelo flox 
fueron las siguientes: 1 ciclo de 95ºC durante 4 minutos; 30 ciclos de 95ºC durante 30 segundos, 
59ºC durante 30 segundos, 72ºC durante 30 segundos; y un ciclo final de elongación de 72ºC 









que amplificaron una banda de 300 pb para el 
alelo Igf1r y de 350 pb para el alelo flox (Kloting et al., 2008). 
 La deleción de Igf1r se detectó con las siguientes condiciones de PCR: 1 ciclo de 95ºC 
durante 4 minutos; 30 ciclos de 95ºC durante 45 segundos, 60ºC durante 1 minuto, 72ºC durante 










que amplificaron una banda de 1220 pb para el alelo Igf1r, de 1300 pb para el alelo 
flox y de 491 pb para la deleción.  Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis 
en gel de agarosa (Conda) y se revelaron para su análisis (figura 8). 
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Figura 8. Análisis del genotipo de ratones 
mutantes UBC-CreERT2; Igf1r
fl/fl
. Imagen de 
un gel de agarosa 2% con SYBR® Safe DNA 
Gel Stain (ThermoFisher Scientific) en el que 
se separaron los productos de amplificación de 
la PCR mediante electroforesis. A) Detección 
del alelo Igf1r (WT) no mutado y/o el alelo 
flox (fl) utilizando los oligonucleótidos F1/R1. 
B) Detección del fragmento UBC-CreERT2 
mediante los oligonucleótidos F/R y de un gen 
utilizado como control positivo de la PCR con 
los oligonucleótidos P38X/P38Y. 
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2. Procedimientos analíticos 
 Se utilizaron ratones deficientes en Igf1 y sus controles con edades comprendidas entre 
1 y 12 meses para medir el peso corporal y los niveles de glucosa en sangre e IGF-1 circulante 
en suero. 
2.1. Determinación de los niveles de glucosa  
 Para las medidas de glucemia, se sometió a los animales a ayuno durante 12 horas y a 
continuación se midieron los niveles de glucosa en muestras de sangre tomadas de la vena de la 
cola de los animales mediante un glucómetro (Glucocard Gmeter, Menarini Diagnostics, 
Badalona, España).  
 Para las medidas de peso corporal y glucosa en sangre se utilizaron no menos de 
ochenta y veintiocho ratones por genotipo respectivamente. Los análisis estadísticos se 
realizaron mediante análisis de la varianza (ANOVA). Los datos se representan como la 
media±ESM. 
2.2. Determinación de los niveles de IGF-1 
 Se extrajo sangre de la vena mandibular mediante punción de la zona circular 
desprovista de pelo que se encuentra situada en el centro de la mandíbula inferior del ratón. Se 
eligió este procedimiento de extracción porque la hemorragia que provoca se detiene muy 
fácilmente y no requiere anestesia. Las muestras de sangre se conservaron en hielo y 
posteriormente se centrifugaron a baja velocidad (2500 rpm) durante 15 minutos para no 
producir hemólisis. El suero o sobrenadante obtenido se recogió en tubo aparte.  
 Para determinar la concentración en suero de los niveles circulantes de IGF-1 se utilizó 
el kit OCTEIA Rat/Mouse IGF-1 (sensibilidad 63 ng/ml y variabilidad 4-8%) (IDS Ltd., Boldon, 
Reino Unido) siguiendo las especificaciones del fabricante. Brevemente, se incubaron las 
muestras de suero con un reactivo para inactivar la unión inespecífica de proteínas y luego se 
diluyeron para el ensayo. Las muestras diluidas se incubaron durante 2 horas a temperatura 
ambiente con un antisuero IGF-1 biotinilado anti-rata policlonal de conejo en micropocillos de 
poliestireno recubiertos de anticuerpo purificado IGF-1 anti-rata monoclonal. A continuación, se 
lavaron los pocillos y se añadió peroxidasa de rábano unida a avidina. Tras un último lavado se 
añadió tetrametil bencidina para producir la reacción colorimétrica y la absorbancia de dicha 
reacción se midió a dos longitudes de onda (A450-A650). La unidad de los datos de ELISA es 
de ng/ml. Las comparaciones estadísticas de los datos de niveles de IGF-1 en suero entre los 
diferentes grupos de edad se hicieron mediante el test de suma de rangos de Mann-Whitney 
utilizando GraphPad InStat 3.06 (Software Inc., San Diego, CA, USA). Los resultados se 
consideraron estadísticamente significativos cuando p≤0.05. 
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3. Evaluación de las funciones auditiva y vestibular   
3.1. Estudio de la función auditiva 
 El estudio de la función auditiva en los modelos animales se realizó mediante el análisis 
de los potenciales evocados auditivos de tronco cerebral (PEATC o Auditory Brainstem 
Response, ABR) en el Servicio de Evaluación Neurofuncional no Invasiva (ENNI) 
(http://www.iib.uam.es/servicios/nine) del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto 
Sols” (IIBM).  
 Para analizar la evolución de la función auditiva de los ratones deficientes en Igf1 y sus 
controles con la edad se emplearon animales de los tres genotipos y de diferentes grupos de 
edad entre el mes y el año de vida. Se utilizaron indistintamente ratones machos y hembras, sin 
observarse diferencias asociadas al sexo. 
 El estudio de PEATC se llevó a cabo en una cámara sonoamortiguada dentro de una 
habitación aislada acústica y eléctricamente. La estimulación sonora, la amplificación de la 





 y Bio SigGenRP
TM 
(Tucker Davis Technologies, Alachua FL USA), 
calibrada mediante un micrófono de ¼ de pulgada (7170 ACO Pacific
TM
), como ya se había 
descrito previamente (Cediel et al., 2006). Los ratones se anestesiaron mediante inyección 
intraperitoneal de ketamina (Imalgene, Merial, 100 mg/kg) y xilacina (Rompun® 2%, Bayer, 10 
mg/kg) y se colocaron decúbito esternal sobre un sistema térmico (Gaymar TP500 pump; 
Gaymar Industries Inc, New York, USA) para mantenerlos a 37ºC durante el tiempo de la 
prueba a fin de evitar la posible hipotermia. Los electrodos de registro (Spes Medica; Inycom, 
España) se situaron en el tejido subcutáneo en posiciones bien definidas (el electrodo activo en 
la zona del vértex, el electrodo de referencia en la región mastoidea, bajo el pabellón auditivo a 
estimular y el electrodo tierra en la región dorsal), comprobándose su correcta colocación 
mediante un impedanciómetro (RA4LI, TDT).  
 Los estímulos empleados (click de 1-16 kHz y tonos puros de 8, 16, 20, 28 y 40 kHz) 
fueron emitidos por un altavoz electrostático (MF-1, TDT) situado frente al pabellón auditivo, a 
una distancia de 5 cm. El altavoz emitió cada estímulo a intensidades decrecientes desde 90 dB 
SPL a 10 dB SPL, registrando la actividad electroencefalográfica sincrónica y promediando la 
respuesta eléctrica obtenida tras mil estímulos. Se obtuvo así una onda de PEATC para cada 
estímulo e intensidad, caracterizadas por la presencia de cinco picos (I-V).  
 Los parámetros analizados a partir de las ondas registradas durante la prueba de PEATC 
fueron los siguientes: umbrales auditivos en respuesta a estímulos tipo click y sonidos puros, 
latencias pico y amplitud. Para el análisis estadístico del estudio de PEATC se utilizó el 
software IBM SPSS v19.0. Las diferencias entre genotipos se detectaron mediante ANOVA y 
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test post hoc como el de Bonferroni para varianzas iguales o el test de Tamhane cuando no lo 
eran. Los datos se presentan como la media± ESM. Los resultados se consideraron 
significativos para p≤0.05. 
3.2. Estudio de la función vestibular 
 Para caracterizar el fenotipo vestibular del ratón deficiente en Igf1 se realizó una batería 
de test básicos en ratones de 1-5 meses de edad y en, al menos, 5 animales/genotipo. El panel de 
pruebas vestibulares adaptadas a partir de protocolos estándar (Hardisty-Hughes et al., 2010) es 
capaz de detectar defectos vestibulares importantes, aunque no es adecuado para la valoración 
de alteraciones fenotípicas más sutiles. En primer lugar, se observó a los ratones en las cubetas 
para detectar cualquier indicio de comportamiento anormal que fuera indicativo de un posible 
defecto vestibular como rotar de forma continuada sobre sí mismo o deambular erráticamente. 
Se comprobó la habilidad de los ratones para situarse espacialmente e intentar alcanzar una 
superficie horizontal sobre la que se les suspendía o si por el contrario se desorientaban 
plegándose sobre sí mismos y en dirección contraria a la superficie. Se realizaron pruebas de 
corrección postural de contacto y en el aire: i) se colocaba el ratón sobre el lomo en una 
superficie horizontal y se comprobaba la rapidez con la que el que el animal se volvía a orientar 
desde una posición invertida, ii) se dejaba caer al ratón y se comprobaba si durante la caída 
corregía la postura desde la posición invertida. Por último se testaba el comportamiento en el 
agua, comprobando si tanto la forma de nadar como el desplazamiento eran correctos. 
4. Obtención y procesamiento de las muestras biológicas  
4.1. Obtención de embriones y preparación de la muestras biológicas en estadios 
tempranos 
 Para la determinación del estadio embrionario, se consideró el momento en el que se 
observó el tapón vaginal tras el cruce como día embrionario 0,5 (E0,5). Los embriones de 
estadio E15,5 y E18,5 se obtuvieron por cesárea de la madre gestante previamente anestesiada y 
se sacrificaron por congelación, sin perfundir, para la posterior disección de la muestra. 
 Las muestras de E15,5, E18,5 y postnatal (P)5 para histología se prepararon decapitando 
a los ratones y sumergiendo la cabeza completa en una solución de paraformaldehido 4% (PFA) 
(Merck) y tampón fosfato salino (PBS 0,1M pH 7,4) a 4ºC. Las muestras así fijadas se 
criopreservaron en sacarosa (Sigma-Aldrich) 10% en PBS y se incluyeron en una solución de 
sacarosa 10% y gelatina 10% (Panreac, Barcelona, España) en PBS. Por último se congelaron 
durante 1 minuto con isopentano (Merck, Kenilworth, NJ, EE.UU.) a -70ºC. 
4.2. Anestesia y perfusión transcardíaca del ratón  
 La perfusión se realizó en primer lugar con una solución de lavado (PBS- 0,1M pH 7,4) 
y a continuación con una solución fijadora (PFA 4% en PBS). El volumen empleado en ambos 
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casos dependió del peso de cada ratón, en general 1ml/g para la solución de lavado y 1,5 ml/g 
para la solución de fijación. El procedimiento de perfusión se llevó a cabo en una cabina de 
químicos debido a la toxicidad por inhalación que presenta el paraformaldehido.  
 Los ratones en estadio postnatal, a partir de P5, se sacrificaron mediante la 
administración intraperitoneal de 100 mg/kg de pentobarbital sódico (Dolethal, Vétequinol, 
Madrid, España) diluido en suero fisiológico. Cuando se alcanzó el plano anestésico quirúrgico, 
mediante comprobación de la ausencia de reflejo podal, se colocó el animal en posición 
decúbito supino sujetando las extremidades sobre una superficie adecuada para la recogida de 
los líquidos de perfusión. Se realizó un corte en la piel a la altura del apéndice xifoides y se 
separó la piel lateralmente. A continuación, se cortaron transversalmente los músculos 
abdominales continuando la incisión a nivel torácico por ambos lados de forma que la sección 
fuera paralela al esternón. Se fijó en sentido rostral toda la pieza esternocostal para una mejor 
visualización de la cavidad torácica. Una vez expuesto el corazón, se liberó de las envueltas 
pericárdicas y se realizó una inserción en el ventrículo izquierdo a nivel del ápex cardiaco con 
un catéter intravenoso unido a una jeringuilla que contiene la solución de lavado. Se realizó una 
pequeña incisión en la aurícula derecha para permitir la evacuación de la circulación de retorno. 
Por último se procedió a la perfusión de la solución de lavado y a continuación de la solución 
fijadora. Durante todo el proceso se mantuvo una velocidad de perfusión lo más lenta y 
sostenida posible para conseguir la correcta fijación de los tejidos.  
4.3. Disección del oído interno para estudio morfológico 
 Una vez anestesiado y perfundido el animal, se separó la piel del cráneo con un bisturí. 
A continuación, se realizó en el cráneo un corte transversal rostral a nivel del hueso frontal por 
delante de los bulbos olfatorios y un corte transversal en la zona del hueso interparietal-
occipital. Ambos cortes trasversales se unieron mediante una sección longitudinal por la sutura 
sagital, lo que permitió levantar en parte los huesos parietal y frontal dejando expuesto el 
encéfalo. Se retiró el mismo en dirección rostro-caudal previa sección de los pares craneales. 
Mediante disección roma desde la base del cráneo, se aisló la porción petrosa del hueso 
temporal donde se ubica el oído interno. Para ello se aprovecharon las suturas óseas rostrales, 
que lo separan del hueso basiesfenoides y la porción escamosa del hueso temporal, y las suturas 
caudales, que lo separan del hueso basioccipital (figura 9). La parte coclear del oído interno se 
localiza adyacente a la porción basilar del hueso occipital, mientras que la parte vestibular se 
extiende hacia la pared lateral del cráneo. Una vez aisladas las partes óseas, se disecaron las 
partes musculares y se seccionó el conducto auditivo externo, lo que nos permitió extraer de una 
pieza la porción petrosa del temporal, con el oído interno junto con el componente óseo del oído 
medio o bulla timpánica. El tejido aislado de esta manera se llevo a una placa de cultivo donde 
se practicó una pequeña incisión en la bulla con tijeras de microdisección (Allgaier Instrumente 
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GmbH, Alemania) para facilitar el acceso de las soluciones de postfijación y descalcificación. 
La postfijación se hizo con PFA 4% durante 1 día y a 4ºC. Las muestras se lavaron con PBS 
0,1M a 4ºC antes de comenzar la descalcificación del tejido.  
4.4. Descalcificación de la muestra 
 El oído interno es un tejido óseo que requiere un tratamiento de descalcificación previo 
a su inclusión en bloques y obtención de secciones para histología. La duración del proceso de 
descalcificación depende del grado de osificación del hueso temporal y de la disección que se 
haya hecho de la muestra. La descalcificación se realizó con ácido etildiaminotetraacético 
(EDTA) 0,8 M pH 6,5 a 4ºC y en agitación. La solución se cambió cada 2 ó 3 días comprobando 
la consistencia del tejido en cada caso para determinar si era adecuada para su inclusión. Se 
descalcificaron aquellas muestras procedentes de ratones a una edad de P5 o superior.  
 
 
Figura 9. Disección del oído interno de ratón. (A) Imagen de un animal anestesiado no perfundido. (B) 
Separación de la piel del cráneo para cortar el mismo transversalmente en los huesos frontal y occipital 
(líneas de trazos blancas cortas) y longitudinalmente mediante una sección por la sutura sagital (línea de 
trazos larga). (C) Esto permitía dejar expuesto el encéfalo. (D) Se retiró el encéfalo y a continuación lo 
que quedaba de los pares craneales (asterisco). (E,F) Aprovechando las suturas óseas rostrales (línea de 
puntos negra) y caudales (línea de trazos negra) se disecaron las partes óseas y musculares del oído 
interno la porción petrosa del hueso temporal donde se ubicaba el oído interno. (G,H) Porción petrosa del 
hueso temporal, con el oído interno junto con la bulla timpánica.   
Inclusión de las muestras y secciones 
4.4.1. Bloques y secciones de parafina 
 Las muestras descalcificadas se deshidrataron en etanol 70%, se incluyeron en parafina 
según el protocolo estándar y se cortaron en secciones seriadas de 10 µm con un micrótomo de 
rotación RM 2255 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) en el Servicio de Histología del 
IIBM (http://www.iib.uam.es/servicios/patexperimen/intro.es.html). Las secciones se adhirieron 
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a portaobjetos que se conservaron a 4ºC hasta su uso. Antes de iniciar cualquier técnica 
histológica, las secciones de parafina se desparafinaron en dos baños de xilol (Merck) durante 
10 minutos. A continuación las secciones se rehidrataron pasando por una serie de etanoles 
(Merck) de concentración decreciente (100%-96%-80%-70%-50%) durante 5 minutos y 
finalmente se lavaron con agua destilada y PBS. 
4.4.2. Bloques de congelado y criosecciones 
 Para la criopreservación del tejido, las muestras descalcificadas y lavadas con PBS se 
sumergieron en una solución de sacarosa 15% en PBS durante un día y en una solución de 
sacarosa 30% en PBS durante otro día más. Para la inclusión se sumergieron las muestras en 
una solución de gelatina 10% y sacarosa 15% en PBS  durante 30 minutos a 37ºC. En moldes 
previamente tapizados con la solución de gelatina, se orientaron las piezas y se cubrieron con la 
misma solución que se dejó solidificar a 4ºC. Finalmente se cortaron los bloques de gelatina y 
se congelaron con isopropanol (Merck) a -70ºC. Las criosecciones se realizaron en el Servicio 
de Histología del IIBM con un microtomo criostático CM 1900 (Leica Microsystems) con un 
grosor de 20 µm y se recogieron en portaobjetos superfrost (Menzel Gläser; ThermoFisher 
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Se conservaron a -80ºC hasta su utilización en 
inmunohistofluorescencia o hibridación in situ. 
4.5. Disección del oído medio para el estudio de los huesecillos 
 Una vez sacrificado y decapitado el ratón, se separó la piel del cráneo, se retiró 
cualquier resto del oído externo y se seccionó la cabeza en dos partes con disección roma del 
encéfalo. La muestra se llevó a una placa de cultivo para continuar la disección del oído medio 
con el estereomicroscopio (Leica MZ75, Leica Microsystems). Se eliminó el tejido que recubre 
la bulla hasta dejarla expuesta y se extrajo cuidadosamente para dejar el anillo timpánico 
intacto. A continuación se retiró la membrana timpánica con precaución de no dañar el martillo 
en su inserción con dicha membrana y se cortó el músculo tensor del tímpano para poder extraer 
el martillo y el yunque. Finalmente se cortaron el músculo y la arteria estapedial a ambos lados 
del estribo para acceder a este y retirarlo con cuidado debido a su fragilidad. Los huesecillos se 
conservaron en formalina al 10% (Sigma- Aldrich) a temperatura ambiente en frascos de vidrio 
para su posterior fotografiado. 
4.6. Disección del oído interno para su posterior aclaramiento  
La disección se realizó como ya se ha explicado anteriormente en el punto 4.3, pero sin 
perfusión del animal. Una vez aislados el oído medio e interno, se llevó la muestra a una placa 
de cultivo para su disección con el estereomicroscopio y se procedió a eliminar el tejido 
circundante de la porción petrosa del hueso temporal. Con cuidado se retiró la bulla timpánica, 
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cavidad que recubre la cóclea y que conforma el oído medio, mediante una incisión desde el 
meato acústico interno.  
Para la clarificación del oído interno y el estudio del laberinto óseo, se utilizaron 




 de un mes de edad diseccionados de esta forma. Tras la 
extracción, las muestras se fijaron en solución de Bodian durante dos horas. A continuación se 
lavaron en agua destilada durante 30 minutos y se pasaron a etanol 70% durante 24 horas y en 
agitación. Pasado este tiempo se cambiaron a una solución de KOH 3% que se refrescó 
diariamente hasta la disolución del tejido blando. Finalmente, las muestras se trataron en una 
solución compuesta de glicerol, etanol 70% y alcohol bencílico en un ratio 2:2:1 durante 24 
horas en agitación y se almacenaron en una solución de glicerol: etanol 70% (1:1) (Kuhn et al., 
2012).   
4.7. Disección de los núcleos cocleares y de la cóclea  para estudio de expresión de 
genes y proteínas 
 La disección de los núcleos cocleares se realizó siguiendo el protocolo descrito en el 
apartado 4.3 sin perfusión, hasta dejar expuesto el encéfalo y se retiró el mismo en dirección 
rostro-caudal previa sección de los pares craneales. Una vez obtenido se llevó a una placa de 
cultivo para su disección con el estereomicroscopio (Leica MZ75) y con el encéfalo en vista 
dorsal, se hizo un corte perpendicular al eje del encéfalo inmediatamente rostral al cerebelo y 
otro ligeramente caudal al mismo. Se seccionaron los pedúnculos cerebelosos para retirar 
completamente el cerebelo. Esto permite observar con la lupa el relieve que muestran los 
núcleos cocleares inmediatamente caudales al pedúnculo cerebeloso medio y facilita la 
disección de los núcleos cocleares dorsal y ventral en toda su extensión (Ryugo y Willard, 
1985).  
Una vez retirado el encéfalo y disecado el oído interno, como se ha explicado en el 
apartado anterior, se procedió a la separación de la cóclea y la porción vestibular. Para ello se 
realizó una sección quirúrgica mediante estereomicroscopio (Leica MZ75) por la línea 
imaginaria que une las ventanas oval y redonda con una tijera de microdisección. Las muestras 
así aisladas se conservaron a -80ºC hasta su utilización. 
5. Morfología e histología  
5.1. Tinciones vitales 
 La citoarquitectura y morfología del tejido se estudió en secciones de parafina de la 
cóclea de ratones de 3, 7 y 12 meses de edad mediante tinciones de hematoxilina-eosina y de 
cresil violeta realizadas en el Servicio de Histología del IIBM. Las secciones de parafina, 
desparafinadas y rehidratadas como ya se ha explicado, se tiñeron con hematoxilina durante 5 
minutos. Se lavaron abundantemente con agua y se tiñeron con solución alcohólica de eosina 
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durante 3 minutos. Finalmente se volvieron a lavar, se deshidrataron, montaron y analizaron al 
microscopio. 
5.2. Inmunohistoquímica 
 Para las inmunotinciones se emplearon secciones de parafina, previamente 
desparafinadas y rehidratadas, y criosecciones atemperadas. Para el estudio se emplearon 
secciones de cóclea de ratones en edad embrionaria (E15,5 y E18,5) y postnatal (P5, P15, P90, 
P210 y P360). Se analizaron en paralelo tres embriones o ratones por genotipo en tres 
experimentos independientes. En cada una de las reacciones se realizaron experimentos control, 
sin anticuerpo primario, para confirmar la especificidad del patrón de expresión. 
5.3. Tinciones con peroxidasa 
 Se inhibió la peroxidasa endógena incubando las muestras en H2O2 1,5% (VWR, 
Radnor, PA; EE.UU.) con agua destilada y metanol (40-60) durante 15 minutos. Se lavaron las 
secciones con PBS 0,1M 3 veces durante 5 minutos y a continuación se incubaron durante 1,5 
horas en PBS-Tritón (PBS-T) con 3,5% de suero normal de la especie animal donde se generó el 
anticuerpo secundario para bloquear las uniones inespecíficas. Los anticuerpos primarios se 
incubaron en una cámara húmeda a 4ºC durante toda la noche. Todos los anticuerpos, tanto 
primarios como secundarios, se diluyeron en la solución de bloqueo. En la Tabla 1 se detallan 
los anticuerpos primarios utilizados y las diluciones de uso. Al día siguiente se lavaron las 
secciones con PBS y se incubaron 2 horas en cámara húmeda a temperatura ambiente con el 
anticuerpo secundario adecuado. Se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios a una 
dilución 1:100: anti-ratón IgG conjugado con biotina (AP124B; Merck) y anti-conejo conjugado 
con biotina (AQ132B; Merck). A continuación se lavaron de nuevo las secciones con PBS y se 
incubó a temperatura ambiente en cámara húmeda con extravidina peroxidasa (E2886; Sigma-
Aldrich) a dilución 1:100 durante 90 minutos. La peroxidasa se reveló con el sustrato 3, 3’-
diaminobencidina (DAB) (Sigma-Aldrich)/H2O2 (10 mg de DAB en 20 ml de PBS y 20 µl de 
una solución 1:9 de H2O2). El revelado se paró con PBS frío y las secciones se montaron con 
Mowiol (Sigma-Aldrich) y se observaron en el microscopio de fluorescencia Nikon 90i (Nikon 
Instruments, Melville, NY, EE.UU.). 
5.4. Tinciones con fluorescencia 
 Para favorecer la permeabilización del tejido se lavaron las secciones con PBS 0,1M 
durante 5 minutos y 3 veces. Los sitios de unión específicos se bloquearon en PBS-T con 5% de 
suero normal de cabra o de burro durante 1 hora, se lavaron y se incubaron toda la noche a 4ºC 
con los anticuerpos primarios que se indican en la Tabla 1 diluidos en PBS-Tween 20 al 0,05% 
(PBS-Tw). Cuando se retiró el anticuerpo primario, se lavaron las secciones con PBS y se 
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente diluido en PBS-Tw a 1:400 durante 4 
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horas y a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-ratón 
Alexa488 (cabra), anti-cabra Alexa488 (burro), anti-conejo Alexa488 (cabra) y anti-conejo 
Alexa546 (cabra) (Molecular Probes). Por último, se montaron las secciones con Mowiol y se 







pIGF1R (Tyr 1165/1166) RbP Santa Cruz/sc-101704 1:50 
IGF1Rβ RbP Santa Cruz/sc-713 1:50 
IRS2 RbP Upstate/06-506 1:400 
Kir4.1 RbP Chemicon/AB5818 1:200 
MEF2A RbP Santa Cruz/sc-313 1:50 
MEF2C GtP Santa Cruz/sc-13266 1:50 
MEF2D MouM BD Bioscience/610774 1:1000 
Myelin Basic Protein RbP Biotrend/BT300-0082 1:200 





-ATPase β2 RbP Upstate 1:200 
p75 RbP Promega/G3223 1:500 
Prox1 RbP Chemicon/AB5475 1:1000 
 
Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en las técnicas de inmunohistoquímica e 
inmunofluorescencia. 
1
 Tipo de anticuerpo: MouM, monoclonal de ratón,; RbP, policlonal de conejo; 
GtP, policlonal de cabra. 
2
 Developmental Studies Hybridoma Bank, Department of Biological Sciences of 
Iowa, Iowa City, IA 52242. 
5.5. Hibridación in situ en criosecciones 





 a distintas edades (E15,5, E18,5 y P5) para los genes Igf1, Igf1r, Six6, Mash1, 
Fgf15, Fgfr3 y Fgf8. Se realizaron tres experimentos independientes en los que se utilizaron en 
paralelo un mínimo de tres ratones de cada estadio por genotipo. Como control se utilizó la 
sonda sentido y en ningún caso se obtuvo señal específica con la misma. En la Tabla 2 se 
detallan los ADNc empleados para generar las sondas utilizadas en la hibridación in situ. Los 
plásmidos que contenían dichas sondas fueron amablemente cedidos por los Dres. F. de Pablo, 
CIB-CSIC (Igf1); E.J. de la Rosa, CIB-CSIC (Igf1r); P. Bovolenta, Instituto Cajal-CSIC (Six6); 
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D. Henrique, Universidad de Lisboa (Mash1); S.L. Mansour, Universidad de Utah (Fgf15 y 
Fgf8) y O. Bermingham-McDonogh, Universidad de Washington (Fgfr3). Los plásmidos se 
transformaron, se seleccionaron los clones crecidos en cultivo y se purificó el ADN plasmídico. 
El ADN de cada uno de los clones se secuenció en el Servicio de Genómica del IIBM para 
confirmar que portaban el inserto de interés. La digestión y transcripción de las sondas se 
realizó utilizando las enzimas de restricción y polimerasas detalladas en la Tabla 2. 
ADNc Sonda anti-sentido Sonda sentido Referencia 
Six6 EcoRI/T7 HindIII/T3 López-Ríos et al., 1999 
Mash1 XbaI/Sp6 BsaI/T7 Guillemot et al., 1993 
Fgf15 Not1/T7 NcoI/Sp6 McWhirter et al., 1997 
Fgfr3 Xho1/T3 EcoRI/T3 Hayashi et al., 2007 
Fgf8 EcoRI/T3 BamHI/T7 Ladher et al., 2005 
Igf1 XbaI/T3 HindIII/T7 Liu et al., 1993 
Igf1r HindIII/T7 NotI/Sp6  
 
Tabla 2. ADN complementario utilizado para generar las sondas de hibridación in situ. 
 Las criosecciones se acetilaron para saturar los lugares inespecíficos de unión de la sonda de 
ARN y se permeabilizaron como está descrito en MR Aburto et al, 2012. Posteriormente se incubaron con 
1 µg/ml de la sonda correspondiente marcada con digoxigenina a 70ºC durante toda la noche y al día 
siguiente se lavaron y volvieron a bloquear los lugares de unión inespecíficos. Se incubaron con el 
anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina a dilución 1:3500 (Roche, Basel, Suiza) 
durante la noche a 4ºC y por último se procedió al revelado de la sonda con cloruro de tetrazolio nitro-
azul/5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (NBT/BCIP) a dilución 1:50 (Roche). Cuando fue necesario, tras el 
revelado se realizó el protocolo de inmunofluorescencia. 
6. Análisis del transcriptoma de la cóclea 
6.1. Muestra biológica 
 Como material biológico de partida se utilizaron colecciones de cócleas de dos ratones 
obtenidas, diseccionadas y conservadas como se indica en los apartados 4.1 y 4.7. Las cócleas 




 a distintas edades embrionarias (E15,5 y E18,5) y 
postnatales (P5, P15, P30, P60 y P90). 
 Para los estudios de arrays se emplearon tres extractos de ARN independientes por 
genotipo y edad. Para la PCR en tiempo real (RT-qPCR) se utilizaron entre tres y cinco 





6.2. Obtención y purificación de ARN 
 Todo el material empleado durante el procedimiento se encontraba en condiciones de 
esterilidad.  
 La obtención de ARN del tejido de cóclea, utilizada para los arrays y la técnica de RT-





realizó mediante extracción de ARN con TRIzol
®
 (ThermoFisher Scientific) y posterior 
tratamiento frente a ADNasas con el kit DNA-free
TM 
(ThermoFisher Scientific). En el caso de 
los arrays, la técnica además requirió de una purificación posterior del ARN que se llevó a cabo 
mediante columnas con el kit RNeasy (Qiagen, Germantown, MD, EE.UU.). 




 y de 




 se realizó con el sistema automático de 
extracción y purificación por columna QIACube utilizando el kit RNeasy Plus Mini (Qiagen) de 
acuerdo a las indicaciones del fabricante y en el Servicio de Genómica del IIBM. 
 En ambos casos la integridad y la concentración del ARN se determinaron con un 
bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.) en el Servicio de 
Genómica del IIBM. 
6.2.1. Extracción de ARN 
 Para la extracción de ARN con Trizol se siguieron las recomendaciones del fabricante. 
Sobre la muestra, previamente disgregada en frío, se añadieron 800 µl de Trizol
 
y se procedió a 
una homogeneización eléctrica a velocidad media. Se dejó durante 5 min a temperatura 
ambiente para permitir la disociación de los complejos proteicos y se centrifugó a 11.200 rpm y 
a 4ºC durante 10minutos para eliminar el material insoluble del homogeneizado. Para la 
separación de fases se añadió cloroformo (Merck) a una relación de 0,2ml:1 ml de Trizol, se 
agitó vigorosamente durante 15 segundos y se incubó a temperatura ambiente durante 2 
minutos. A continuación se centrifugo a 11.200 rpm durante 15 minutos y a 4ºC. Tras este paso, 
el ARN quedó en la fase superior acuosa incolora que se separó y sobre la que se añadieron 5 µg 
de glucógeno (Invitrogen) para facilitar la precipitación del ARN. Se adicionó alcohol 
isopropílico (Merck) a una relación de 0,5 ml/1 ml de Trizol, se incubó a temperatura ambiente 
durante 10 minutos y se centrifugó a 11.200 rpm durante 10 minutos y a 4ºC para la 
precipitación del ARN. A continuación se retiró el sobrenadante y se lavó el precipitado con un 
volumen de etanol 75% igual al utilizado de Trizol. Se mezcló y centrifugó a 8.900 rpm durante 
10 minutos a 4ºC. Una vez retirado el sobrenadante, se dejó secar el precipitado al aire sin 
excederse en el tiempo de secado para evitar que disminuya la solubilidad. Por último se 




6.2.2. Tratamiento frente a ADNasas 
 Sobre los 50 µl de ARN se añadió el tampón de ADNasas a una relación 1:10 y se 
digirió con 1 µl de ADNasa para eliminar los restos de ADN genómico que pudieran interferir 
con las distintas técnicas. Se incubó a 37ºC durante 30 minutos. Seguidamente se añadió un 
volumen 1:10 del reactivo de inactivación y se incubó 2 minutos a temperatura ambiente 
agitando la muestra cada 15 segundos. Se centrifugó 2 minutos a 9.300 rpm y 4ºC. Tras la 
centrifugación se recogió el sobrenadante y se conservó a -80ºC. 
6.2.3. Purificación de ARN 
 El procedimiento completo se realizó a temperatura ambiente y los pasos de 
centrifugación se hicieron a 20-25ºC sin que la centrífuga estuviese nunca por debajo de 20ºC. 
 El volumen de la muestra se ajustó a 100 µl con agua libre de ARNasas y se añadieron 
350 µl de tampón RLT (Qiagen) suplementado con β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) en el 
momento. Tras mezclar con suavidad, el ARN se precipitó con 250 µl de etanol 100%. La 
solución, en fracciones de 700 µl, se pasó por columna centrifugando a 10.000 rpm durante 15 
segundos. A continuación se lavó la membrana de la columna dos veces con volúmenes de 500 
µl de tampón RPE (Qiagen) suplementado con etanol y centrifugación a 10.000 rpm durante 2 
minutos descartando el filtrado entre ambos pasos de centrifugación. Por último se eluyó el 
ARN pasando dos veces por la columna un volumen de 50 µl de agua libre de ARNasas y 
centrifugando a 10.000 rpm durante 1 minuto. El ARN se conservó a -80ºC hasta su utilización. 
6.3. Estudio mediante arrays 
6.3.1. Hibridación del ARN  





utilizaron chip de alta densidad de oligonucleótidos GeneChip® Mouse Genome 430A2.0 Array 
(Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.UU.). Estos arrays permitieron el estudio simultáneo de la 
expresión de unos 15.000 genes murinos representados por 22.690 pares de sondas de 
oligonucleótidos. Cada pareja de sondas se encuentra formada por un oligonucleótido de 
secuencia idéntica a la del ARNm de interés (perfect match) y un oligonucleótido que tiene un 
nucleótido cambiado en el centro de su secuencia (mismatch). La diferencia entre ambos 
permite discriminar entre hibridaciones específicas y no específicas. Se hibridaron un total de 
tres muestras de ARN de cóclea a E18,5 por cada genotipo. 
 Se aisló el ARN de la cóclea como se ha descrito en el apartado 6.2 y se comprobó que 
la integridad del ARN purificado era adecuada para su hibridación en arrays. En la Unidad de 
Genómica y Proteómica del Centro de Investigación del Cáncer (CIC) de Salamanca 
(http://www.cicancer.org/es/unidad-de-genomica) el ARN se utilizó como molde para sintetizar 
ADN complementario de doble cadena con el sistema comercial SuperScript® One-Cycle 
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cDNA (Affymetrix). El ADNc resultante se transcribió in vitro a ARNc incorporando 
nucleótidos biotinilados. Una vez marcado el ARNc se fragmentó e hibridó con los arrays de 
oligonucleótidos. Por último los chip se tiñeron con el complejo estreptavidina-ficoeritrina y se 
escanearon para digitalizar la señal fluorescente (GeneChip® Scanner 3000, Affymetrix). La 
calidad de la hibridación se validó mediante controles de calidad internos utilizando genes 
constitutivos. 
6.3.2. Análisis de datos 
 Para un correcto análisis de la expresión génica fue necesario corregir previamente el 
fondo y normalizar los niveles de expresión en todos los chips que se analizaron.  
 Existen diferentes algoritmos que calculan la señal de expresión a partir de los datos 
crudos generados por los arrays de alta densidad de oligonucleótidos. Para un análisis 
preliminar se eligieron los algoritmos MAS5 (MicroArray Suite 5.0) diseñado y recomendado 
por Affymetrix y el RMA (Robust Multi-array Average) (Irizarry et al., 2003). Los resultados 
del análisis indicaron una gran variabilidad reflejo de la variabilidad biológica e hibridación no 
específica. Durante esta etapa del desarrollo del oído interno, la mayoría de los genes 
específicos de tejido mantenían una baja expresión, mientras que los genes más comunes se 
expresaban normalmente y esto daba como resultado una mala relación entre el ruido debido al 
fondo y la señal, que hacía difícil distinguir los cambios de expresión génica. 
 La colaboración con la Dra. M. Milo (Universidad de Sheffield) nos permitió utilizar el 
software PUMA (Propagating Uncertainty in Microarray Analysis) 
(http://www.bioinf.manchester.ac.uk/resources/puma/index.html) para estimar el nivel de 
expresión de los genes. Este paquete informático se encuentra integrado en el proyecto 
Bioconductor (http://www.bioconductor.org/) y utiliza nuevos modelos de probabilidad para 
analizar los datos generados por el tipo de arrays que se emplearon en nuestro estudio. Uno de 
estos modelos es el método de pre-procesamiento informático de datos multi-mgMOS (multi-
chip modified gamma Model for Oligonucleotide Signal) 
(http://www.bioinf.manchester.ac.uk/resources/puma/mmgmos/mmgmos.html)  basado en 
métodos de probabilidad que permiten obtener los niveles de expresión de los genes y las 
incertidumbres estimadas (Liu et al., 2005). 
Además se analizó la relación o ratio de cambio (fold change) entre los distintos arrays en 
combinación con el algoritmo PPLR (Probability of Positive Log Ratio), incluido también en 
PUMA, que ayuda a reducir el número de falsos positivos dentro del análisis (Liu et al., 2006) 
(http://www.bioinf.manchester.ac.uk/resources/puma/pplr/pplr.html). PPLR asocia los valores 
probables (entre 0 y 1) a cada log-ratio y representa la probabilidad del log-ratio de ser positivo. 
Esta probabilidad es una medida de la detección de falsos positivos en la expresión diferencial y 
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permite ordenar los genes seleccionados por su expresión diferencial en función de la robustez 
de la predicción. En nuestro estudio se ha considerado que los genes diferencialmente sobre-
expresados en los ratones Igf1
-/-
 son aquellos que presentan un fold change positivo mayor a 1 y 
con una probabilidad asociada mayor de 0,95 y los genes disminuidos diferencialmente 
expresados son aquellos que presentan un fold change menor a -1 y con una probabilidad 
asociada menor de 0,05.  
 Para determinar las funciones biológicas significativas según las anotaciones 
ontológicas GO (Gene Ontology) de los genes regulados por Igf1 se realizó un análisis con 
FatiGO+ (http://babelomics.bioinfo.cipf.es) y PANTHER (http://www.pantherdb.org/). 
6.3.3. Análisis de Factores de Transcripción 
 En este análisis se eligieron algunos de los genes cuya expresión aparecía aumentada en 
la cóclea de los ratones Igf1
-/-
 para estudiar sus regiones promotoras. Los genes se seleccionaron 
por su expresión diferencial o por su asociación con déficits sensoriales en el hombre y se 
compararon con el software MEME (http://meme-suite.org/) para la identificación de motivos 
comunes. Se estudiaron las regiones promotoras de los siguientes genes: Fgf15, Foxm1, Six6, 
Rorb, Rp1h y Ush1c. La elección de dichas regiones se hizo con el servicio PromoSer 
(http://biowulf.bu.edu/zlab/PromoSer/) para la identificación de promotores y sitios de inicio de 
la transcripción. Se delimitaron las zonas de interés de las regiones promotoras seleccionando 
1,5 kilobases por delante y 50 pares de bases por detrás del sitio de inicio de la transcripción. 
Sólo se tuvieron en cuenta aquellos motivos que presentaban una correlación menor a 0,30 y los 
escogidos se analizaron utilizando la herramienta informática TESS 
(http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) para la predicción de sitios de unión a factores de 
transcripción en secuencias de ADN. Sólo se tuvieron en cuenta los sitios con mayor 
probabilidad de unión. 
 De forma similar se agruparon los genes cuya expresión disminuía en la cóclea de los 
ratones Igf1
-/-
 y se estudiaron las regiones promotoras en busca de posibles sitios de unión a 
factores de transcripción como se ha indicado anteriormente. 
6.3.4. PCR en tiempo real 
 La obtención del material biológico empleado para esta técnica, así como la preparación 
del ARN se hicieron como ya se ha descrito en los apartados 6.1 y 6.2. Las muestras de cóclea 




 fueron procesadas en la Unidad de Genómica del Parque 
Científico de Madrid (http://www.fpcm.es/es/servicios-a-la-id/servicios/genomica), mientras 









 se procesaron en el Servicio 
de Genómica del IIBM. El ADNc de las diferentes muestras se generó mediante transcripción 
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inversa (RT) (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Applied Biosystems) a partir de 
la misma cantidad de ARN de partida y la PCR en tiempo real (qPCR)  se realizó con el mismo 
sistema (7900HT Real-Time PCR System, Applied Biosystems) en ambos casos.  




  el ADNc se hibridó 
en tarjetas microfluídicas o arrays de baja densidad (TaqMan® Low Density Arrays, Applied 
Biosystems) que contenían tres réplicas de cada una de las sondas TaqMan elegidas para el 
análisis de expresión de veinte genes seleccionados a partir de los datos obtenidos previamente 
con los arrays. Los genes se eligieron en función de su nivel de expresión en el array (fold 
change), el interés fisiológico y la disponibilidad de las sondas TaqMan® para dichos genes. 
Los genes seleccionados fueron: Kcnd2, Cacna1f, Tub, Ush1c, Retnla, S100g, Trap1a, Akr1c13, 
Kif17, Uts2r, Shbg, Cntn2, Scgb1a1, Six6, Fibp, Fgf15, Slc19a2, Cldn18, Dnabj y Rp1h. 
Además se utilizaron sondas para cuantificar la expresión temporal de los factores, receptores y 
proteínas de transporte del sistema IGF (Igf1, Igf1r, Ins2, Igfbp2 e Igfbp3). Como control 
endógeno se utilizó el gen 18S ARN ribosomal de eucariotas (Rn18S). La expresión estimada de 
cada gen se calculó como 2
-ΔCt
, multiplicándose dicho valor por 10
6
 para la representación 
gráfica de los resultados. De forma alternativa, la expresión génica se analizó en ensayos por 
triplicado mediante RT-qPCR con sondas líquidas TaqMan® (TaqMan® Gene Expresión 
Assays, Thermofisher Scientific) (https://www.thermofisher.com/es/en/home/life-
science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-assays.html). Se utilizó este tipo de sondas para el 
estudio de los siguientes genes: Igf2, Irs2, FoxM1, Foxg1, Mash1, Mef2a, Mef2c y Mef2d.  
De la misma forma, se estudió la expresión génica de las muestras de núcleos cocleares 









 analizándose por triplicado mediante RT-qPCR y utilizando las  
sondas TaqMan (TaqMan® Gene Expresión Assays) que se consideraron adecuadas a cada 
caso: i) para núcleo coclear: Igf1, Igf2, Igf1r, Mef2a y Mef2d; ii) para hueso femoral: Igf1, Igf2, 
Igf1r, Irs2 y Ptpn1; iii) para cóclea: Igf1, Igf2, Igf1r, Irs1, Irs2 y Ptpn1.   
Los ensayos se realizaron siguiendo las indicaciones del fabricante y utilizando como 
control endógeno para normalizar los resultados, uno o varios de los siguientes genes según el 
experimento: hipoxantina fosforribosil transferasa (Hprt1), proteína ribosomal P0 (Rplp0) o 18S 
(Rn18S). Los valores de cuantificación relativa (RQ) frente a la muestra calibradora se 
calcularon mediante el método de 2
-ΔΔCt, donde ΔΔCt= ΔCtmuestra problema - ΔCtmuestra calibradora  y los 
resultados se presentan como la media de log10RQ o de RQ±ESM considerándose significativos 
a p<0,05. Cuando fue posible se realizó el estudio de la expresión génica y su análisis 
estadístico con el programa RealTime StatMiner® (Integromics¸ Waunakee, WI, EE.UU.; 
https://www.integromics.com/statminer-qpcr-data-analysis/). La significación estadística se 
 71 
 
estimó mediante ANOVA o test de la t de Student previa prueba F de Fisher para confirmar la 
igualdad de varianzas.  
 Las sondas TaqMan® utilizadas en las tarjetas microfluídicas o en los ensayos 
individuales con sondas líquidas se detallan en la Tabla 3.  

























































Tabla 3. Sondas TaqMan® utilizadas en los ensayos de RT-qPCR. 
7. Estudio de la expresión de proteínas 
7.1. Muestra biológica 
 Para preparar los extractos de proteínas se utilizaron colecciones de cócleas de dos 
ratones obtenidas, diseccionadas y conservadas como se indica en los apartados 4.1 y 4.7. Las 




 a distintas edades embrionarias (E15,5 y E18,5) y 
postnatales (P5, P15, P60 y P90).  
 Para el análisis mediante Western blotting se utilizaron entre tres y seis extractos de 
proteína independientes por genotipo y edad estudiada. 
7.2. Extracción de proteína total de cóclea 
 Las colecciones de cócleas se homogeneizaron en 200 µl de tampón de lisis RIPA 
(Radio-Immunoprecipitation Assay; 50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 g 
sodio deoxicolato, 0,1% SDS, 1% Tritón X-100, 2 mM EGTA) al que se añadió en el momento 
un cóctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich) a una dilución 1:100. Se 
calentó a 95ºC durante 5 minutos con el fin de extraer la proteína que hubiera podido quedar 
atrapada en el hueso y se centrifugó a 11.800 rpm durante 5 minutos. Se recogió el sobrenadante 
y a los extractos de proteína de cóclea se les añadió tampón de carga preparado con β-
mercaptoetanol. Antes de su conservación a -80ºC se desnaturalizaron las proteínas a 95ºC 
durante 10 minutos. 
 La medida de la concentración de proteína en los extractos de cóclea se hizo con el kit 
Micro BCA
TM
 Protein Assay Reagent (ThermoFisher Scientific) según las recomendaciones del 
fabricante. La recta patrón se preparó con BSA y las muestras se midieron en el 




7.3. Extracción núcleo citoplasma de cóclea 
 Se utilizó el kit NE-PER® Nuclear and Cytoplasmatic Extraction Reagents 
(ThermoFisher Scientific) que permitió la separación de los extractos citoplasmático y nuclear a 
partir de las muestras de cóclea de E18,5 y P15. El tejido se homogeneizó con un primer 
reactivo de extracción de citoplasma CER I (10 µl/mg tejido), al que se había añadido 
previamente inhibidor de proteasas, y se incubó en hielo durante 10minutos. A continuación se 
trató el extracto con un segundo reactivo de extracción de citoplasma CER II (5,5 µl/100 µl 
CER I) y se incubó en hielo durante 1 minuto. Se centrifugó a la máxima velocidad (13.000 
rpm) durante 5 minutos y la fracción citoplasmática, contenida en el sobrenadante, se conservó 
en hielo hasta finalizar el procedimiento. El precipitado, que contiene la fracción nuclear, se 
disolvió con el reactivo de extracción nuclear NER con ciclos de agitación y enfriamiento que 
se sucedieron durante 40 minutos. Finalmente se centrifugó la muestra durante 10 minutos y se 
separó el sobrenadante o extracto nuclear. A los extractos de citoplasma y núcleo se le añadió 
tampón de carga preparado con β-mercaptoetanol para su posterior electroforesis y se 
desnaturalizaron las proteínas a 95ºC durante 10 minutos. Se conservaron a -80ºC hasta su 
utilización. La medida de la concentración de proteína se realizó como ya se ha descrito en el 
apartado anterior. 
7.4. Western blotting 
 Se cargaron cantidades equivalentes de proteína y se separaron mediante electroforesis 
en geles SDS-PAGE de distinta concentración (8, 10 ó 15%) de acrilamida/bis acrilamida 40% 
(Bio-Rad, Hercules, Ca, EE.UU.) en función del peso molecular de la proteína a analizar. La 
electroforesis se realizó a 100 V durante 1-2 horas utilizando un tampón de electroforesis (100 
ml Tris-Glicina 10x, 10 ml SDS 10% y hasta 1 l de agua ultra pura). Las proteínas se 
transfirieron a membranas de PVDF (Whatman® Westran® PVDF membranes, ThermoFisher 
Scientific), previamente equilibradas en metanol, utilizando un tampón de transferencia húmeda 
(100 ml de Tris-Glicina 10x, 200 ml de metanol y hasta 1 l de agua ultra pura). La transferencia 
se hizo a 350 mA durante 1 hora y 15 minutos empleando un aparato Mini Trans Blot Cell (Bio-
Rad). Las membranas se bloquearon durante dos horas a temperatura ambiente con tampón tris 
salino (TBS) con Tween 20 al 0,1% (TBS-T) y 5% de albúmina de suero bovino (BSA) (Sigma-
Aldrich) o 5% de leche en polvo desnatada, para proteínas fosforiladas o no fosforiladas 
respectivamente. La incubación con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 4) se realizó 
en agitación a 4ºC durante toda la noche. Los anticuerpos se diluyeron en TBS-T con BSA o 
leche al 5% en función de la solución de bloqueo  empleada. El exceso de anticuerpo primario 
se retiró mediante tres lavados de 10 minutos en agitación con TBS-T. A continuación se 
incubaron las membranas con los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa durante 1 
hora a temperatura ambiente y protegidos de la luz. La elección del anticuerpo secundario 
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dependerá de la especie animal en la que se generó el primario. Se utilizaron secundarios anti-
ratón, anti-conejo (1:3500) (Bio-Rad) y anti-cabra (1:5000) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 
Texas, EE.UU.). El exceso de anticuerpo secundario se eliminó mediante cuatro lavados en 
agitación de 10 minutos con TBS-T y dos más de TBS. La detección de la señal de los 
anticuerpos para las distintas muestras de proteínas se realizó mediante quimioluminiscencia 
enzimática utilizando el sustrato comercial Amersham ECL (GE Healthcare Bio-Sciences, 
Pittsburgh, PA, EE.UU.). Las membranas se expusieron a películas autorradiográficas (Konica 
Minolta, Ramsey, NJ, EE.UU.) durante periodos de tiempo variables en función de los 
anticuerpos. Para determinar los niveles de carga de las muestras de cóclea, las membranas se 
incubaron posteriormente con otro anticuerpo que sirvió como control de carga en cada caso. 
 Para la cuantificación de las bandas obtenidas tras la exposición, se escanearon las 
películas y se midieron mediante densitometría las bandas específicas utilizando el software 
ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Los valores obtenidos se normalizaron primero con respecto 
al control de carga y después frente a la condición control a la que se dio un valor arbitrario de 
100. La significación estadística se estimó mediante la prueba de la t de Student y los resultados 




Β-actina MouM Sigma/A5441 1:1000 
Phospho-Akt (Ser473) RbP Cell Signaling/9271 1:1000 
Akt1/2 GtP Santa Cruz/sc-1619 1:1000 
FoxM1 RbP Santa Cruz/sc-500 1:1000 
Histone H3 MouM Upstate/05-499 0,5µg/ml 
IGF1R (Tyr 1165/1166) RbP Santa Cruz/sc-101704 1:1000 
IGF1Rβ RbP Santa Cruz/sc-713 1:1000 
IRS2 RbP Upstate/06-506 1:1000 
MEF2A RbP Santa Cruz/sc-313 1:1000 
MEF2C GtP Santa Cruz/sc-13266 1:250 
MEF2D MouM BD Bioscience/610774 1:1000 
p27
Kip1 MouM BD Transduction Laboratories/610241 1:2500 
Phospho-p38 MAPK 
(Thr180/Tyr182) 
MouM Cell Signaling/9216 1:2000 
p38 MAPK RbP Cell Signaling/9212 1:1000 
p38α (C-20) RbP Santa Cruz/sc-535 1:1000 
Phospho-p44/42 ERK 
(Thr202/Tyr204) 
RbP Cell Signaling/9101 1:1000 
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p44/42 ERK RbP Cell Signaling/9102 1:1000 
 
Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de Western blotting. 
1
 Tipo de anticuerpo: 








































1. Determinación de parámetros bioquímicos y medida de peso corporal en ratones 
deficientes en Igf1 durante el envejecimiento 






 a 1, 3, 6, 9 y 12 meses de 
edad. En todos los genotipos se apreció un aumento del peso corporal dependiente de la edad, 
aunque fue menor en el caso del ratón Igf1
-/-
 (figura 10). La mayor ganancia de peso se produjo 
durante los primeros tres meses de vida en todos los casos, mientras que durante el segundo y 
tercer trimestre el peso corporal se mantuvo en el ratón Igf1
-/-














 fue estadísticamente 
significativo a todas las edades cuando se comparó con el peso de los ratones Igf1
-/-
. En el caso 




 la comparación sólo fue significativa entre los 3 y 9 meses de 
edad. 
 Se midieron los niveles de glucosa en sangre en situación de ayuno entre el mes y el año 





valores similares de niveles de glucosa y se mantuvieron a lo largo del estudio. Sin embargo, los 
ratones Igf1
-/-
 presentaron niveles superiores al de los otros dos genotipos durante el primer mes 
de vida y luego disminuyeron progresivamente desde los 6 hasta los 12 meses de edad. Las 
comparaciones de estos datos entre los genotipos y a distintas edades no mostraron diferencias 
significativas. 







 a diferentes tiempos entre 1 y 12 meses de edad. Como era de 
esperar, no se detectó IGF-1 en los ratones Igf1
-/-
 a ninguna de las edades estudiadas (figura 
10C). Los ratones Igf1
+/-
 presentaron valores medios de niveles de IGF-1 inferiores a los de los 
ratones Igf1
+/+
 (p˂0,05). Los ratones Igf1+/+ e Igf1+/-presentan una disminución progresiva de 
los niveles de IGF-1 entre las edades estudiadas estadísticamente significativa. En los ratones 
WT los niveles de IGF-1 varían desde (841±67 ng/ml) hasta (621±67 ng/ml, p=0,04) entre el 
primer y cuarto trimestre, respectivamente. Para las mismas edades, los niveles de IGF-1 
circulante en ratones Hz se encuentran entre (619±46 ng/ml) y (481±30 ng/ml, p=0,02). Se 
comparó el descenso de los niveles de IGF-1 con los datos de umbrales auditivos en los 




 entre el mes y el año de edad. Dicha comparación 


















 (negro) e Igf1
-/-
 (rojo). La 




 frente a los Igf1
-/-
 fue 





 sólo fueron significativas en ratones entre 3 y 9 meses de edad (§§§, 
p˂0,001; §, p=0,014). Se estudiaron al menos 80 ratones por genotipo. (B) Se midieron los niveles de 











 se mantuvieron a lo largo del estudio, mientras que en los ratones nulos 
disminuyeron. Las comparaciones entre los genotipos y las edades no fueron significativas. Para el 
estudio se midió la glucemia de al menos 28 ratones por genotipo. (C) Medida de los niveles de IGF-1 en 
suero. No se detectó nivel alguno de IGF-1 en suero en los ratones Igf1
-/-
 durante el estudio. Teniendo en 
cuenta todas las edades estudiadas, los valores medios de niveles de IGF-1 fueron inferiores en los ratones 
Igf1
+/-
 que en los Igf1
+/+
 (*, p=0,023). Los niveles de IGF-1 circulante se analizaron en al menos 8 ratones 
por genotipo. 
2. Estudio de las funciones auditiva y vestibular en ratones deficientes en Igf1 a distintas 
edades 






 se realizaron 
registros de PEATC a los 1, 3, 6, 9 y 12 meses de edad. Se testaron, al menos, seis ratones por 
genotipo y edad. Los umbrales auditivos resultantes del estudio de PEATC en respuesta a un 




 indicaron una función auditiva normal desde el 
mes hasta los seis meses de edad, mientras que los ratones Igf1
-/-
 presentaron una sordera 
profunda (figuras 11A,B). Las diferencias entre los umbrales auditivos de los ratones nulos 
respecto a los de los otros dos genotipos a 1, 3 y 6 meses de edad fueron estadísticamente 
significativas. En consonancia con lo anterior, el audiograma de los ratones Igf1
-/-
 presentaba 
umbrales elevados en respuesta a frecuencias puras (8-28 kHz). La comparación de los 
audiogramas a un mes de edad entre los ratones Igf1
-/-





diferencias muy significativas a todas las frecuencias estudiadas (figura 11C). Sin embargo, la 
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. Estos últimos presentaban un incremento de los umbrales auditivos a 
una edad más temprana, especialmente para las altas frecuencias, aunque no fue 
estadísticamente significativo cuando se comparó con los umbrales de los ratones Igf1
+/+
 (figura 
11C). A los 9 meses de edad los ratones Igf1
-/-
 mantenían umbrales de PEATC en respuesta a un 
estímulo tipo click elevados y con diferencias significativas al ser comparados con cualquiera de 






 a los 12 
meses de edad presentaban incrementos similares en sus umbrales de PEATC en respuesta a 
estímulos tipo click y a tonos puros, sin que hubiera diferencias significativas entre ellos 
(figuras 11B,C).  







 y en distintos momentos temporales entre 1 y 5 meses de edad no evidenciaron cambios 
en el fenotipo vestibular (datos no mostrados).  Los datos obtenidos indicaron que ninguno de 
los tres genotipos estudiados durante este periodo de tiempo presentaba alteraciones importantes 
de la función vestibular, mientras que los defectos auditivos de los ratones Igf1
-/-
 persistían 
como ya se ha explicado anteriormente.  
3. Estudio comparado de la anatomía del oído medio e interno en ratones deficientes en 
Igf1 
 No se encontraron alteraciones evidentes en la anatomía de los huesecillos que 







 de un mes de edad (figura 12). Tampoco se constataron variaciones en el 
tamaño de los huesecillos que de alguna manera reflejaran los cambios anteriormente descritos 
en el peso corporal de los tres genotipos. 




 de un mes de edad presentaba una 
apariencia normal, aunque con una evidente disminución del tamaño del mismo en los ratones 
deficientes (figura 13). Esta variación en el tamaño afectaba tanto a la cóclea, cuya disminución 
ya había sido previamente descrita (Camarero et al., 2001), como a la conformación espacial del 





                 






. (A) Registros representativos de 
PEATC en respuesta a estímulos de tipo click en ratones Igf1
+/+










mostraban un patrón normal de ondas de PEATC, mientras que en los ratones nulos se 
apreciaba una sordera congénita profunda. A los 12 meses los tres genotipos presentan una pérdida 





 (negro) e Igf1
-/-




 mostraban un aumento en 
los umbrales auditivos asociado a la edad, mientras que los ratones Igf1
-/-
 eran sordos desde la edad más 
joven estudiada. ***, p˂0,001; ###, p˂0,001; †, p=0,033. (C)Umbrales de PEATC en respuesta a tonos 






. Los audiogramas en los ratones Igf1
-/-
 fueron siempre 
elevados. ***, p˂0,001; ###, p˂0,001; ##, p=0,01 (6 meses, 16 y 28 kHz; 9 meses, 8 y 28 kHz) ó p=0,003 
(6 meses, 20 kHz); #, p=0,046; ††, p=0,006; †, p=0,024 (9 meses, 8 kHz), p=0,013 (9 meses, 20 kHz) ó 
p=0,032 (12 meses, 28 kHz). Los análisis estadísticos se realizaron mediante ANOVA y el test de 
Bonferroni. Los datos se presentan como la media±ESM. * indica la comparación entre Igf1
-/-
 y otros 
genotipos; # entre ratones Igf1
-/-
 e Igf1




                                
 






. Martillo (izquierda), yunque 




 (B) e Igf1
-/-
 (C) al mes de edad. La 
comparación de los huesecillos entre los tres genotipos no puso de manifiesto ninguna diferencia evidente 








. (A-D) Imágenes tomadas tras el 




 de un mes de edad. (A) vista medial, (B) vista 
lateral, (C) vista caudal y (D) vista rostral. El oído interno del ratón Igf1
-/-
 mostraba un aspecto normal, 
pero con un tamaño menor y diferencias en la conformación espacial con unos canales semicirculares 
acortados respecto a los del ratón Igf1
+/+
. Abreviaturas: Co, cóclea; Csa, Csl y Csp, canales semicirculares 
anterior, lateral y posterior; Vo, ventana oval; Vr, ventana redonda; Cd, caudal; Do, dorsal; Lt, lateral Md, 
medial; Ro, rostral;  Punta de flecha: ámpula ósea; asterisco, orificio del meato acústico interno, origen 
del VIII nervio craneal.   
4. Disminución de la densidad neuronal del ganglio auditivo asociado a la edad en el 
ratón Igf1
+/+
 y degeneración de la estría vascular en el ratón Igf1
-/-
 




 a los 3, 7 y 12 
meses de edad. A las edades estudiadas, la citoarquitectura general de la cóclea fue similar en 
ambos genotipos, aunque las diferencias ya mencionadas relativas al tamaño coclear se 
mantienen entre genotipos. En algunos animales se apreció algún tipo de daño coclear de forma 
individual, pero en general los ratones mantuvieron intactas la estructura general de la cóclea y 
las células ciliadas externas e internas del órgano de Corti hasta el año de edad (figura 14A,B y 
figura 15). A esta misma edad, el ratón Igf1
+/+
 presentaba menos neuronas en el ganglio 
auditivo que ratones más jóvenes del mismo genotipo (figura 14C,E,G). Sin embargo, cuando se 
compararon ratones de un año de edad se observó que la densidad neuronal en el ganglio 
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auditivo era muy similar para los dos genotipos (figura 14C-H). Los ratones Igf1
+/+
 presentaban 
una pérdida de neuronas del ganglio auditivo con el envejecimiento y esta alteración anatómica 
podría estar relacionada con el aumento del umbral auditivo asociado a la edad. En los ratones 
Igf1
-/-
 no se observaron cambios evidentes en el ganglio auditivo durante el envejecimiento, lo 
cual estaba en consonancia con los resultados funcionales del estudio de PEATC,  aunque a 
partir de los 3 meses de edad se producía una degeneración progresiva de la estría vascular que 
aparecía más corta y engrosada, con defectos en la vascularización como la dilatación de los 
capilares y que no se observaban en los ratones Igf1
+/+
 (figura R7A-H). En los ratones Igf1
-/-
 de 
3 y 12 meses de edad, el marcaje de Kir4.1 (figura 16I-K) y Na-K-ATPasa (figura 16A,B,E,F) 
comparado al de los ratones Igf1
+/+





                           
             




. (A,B) Sección y primer plano de la vuelta basal de la cóclea pertenecientes a un ratón Igf1
-/-
 de 3 
meses de edad. La disposición de los distintos tipos celulares en el órgano de Corti fue aparentemente 
normal. CCI, células ciliadas internas; CCE, células ciliadas externas; MB, membrana basilar; LEs, limbo 
espiral. (C-H) Comparación de la morfología del ganglio auditivo y su densidad neuronal para ambos 
genotipos y a las distintas edades estudiadas. Se observó una disminución en la densidad de neuronas del 
ganglio auditivo del ratón Igf1
+/+
 con el envejecimiento, de manera que, a los 12 meses de edad, la 











 de 7 meses de edad. 
(A-C) La histoquímica de faloidina en la vuelta basal de la cóclea de los ratones Igf1
+/+
 era normal y se 
marcaron las células ciliadas y las células pilares del órgano de Corti. (D-F) Se observó una disminución 
en el tamaño de la escala media y la estría vascular de los ratones Igf1
-/-
, aunque el marcaje con faloidina 
del órgano de Corti era normal. (B,E) La estría vascular del ratón Igf1
+/+
 era normal, a diferencia de la del 




. Los recuadros  muestran 
amplificado detalle de los núcleos de las células del ganglio. Se analizaron de 4 a 6 ratones por condición. 
Barra de escala 50 µm. (G-J) La inmunohistoquímica del canal de potasio Kir4.1 (KCNJ10) en el ratón 
Igf1
+/+
 puso de manifiesto la disminución en la densidad de neuronas del ganglio, especialmente en la 
base de la cóclea, y en algunas zonas de la estría vascular como consecuencia del envejecimiento.  
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. Tinciones de Na-K-ATPasa (A,B,E,F) y violeta de cresilo (C,D,G,H) en la estría vascular 
de ratones de 3 (A-D) y 12 (E-H) meses de edad en las que se muestran las diferencias morfológicas 
asociadas al envejecimiento para cada genotipo. La estría vascular en el ratón Igf1
-/-
 presentaba una 
morfología anómala, con engrosamiento y acortamiento de la misma y una dilatación evidente de los 
espacios vasculares (flechas). La expresión de Kir4.1 (I-K) en la estría vascular de los ratones nulos a los 
12 meses de edad corroboraba dicha alteración y había una pérdida relativa de expresión en la estría. Se 





5. Patrón de expresión de Igf1 e Igf1r en la cóclea a edades prenatal y postnatal 
temprana  
Estudios previos ya habían mostrado la expresión de IGF-1 mediante inmunotinción en 
distintas estructuras de la cóclea como la estría vascular, el limbo espiral y las células de soporte 
sensoriales, así como en subpoblaciones neuronales del ganglio auditivo a día postnatal (P)20 
(Camarero et al., 2001). Sin embargo, puesto que el IGF-1 es una hormona secretada por el 
hígado, era importante determinar si se sintetizaba también en la cóclea o no. Para ello se realizó 
una hibridación in situ de Igf1 e Igf1r en los estadios embrionarios (E) 15,5, E18,5 y postnatal 
P5 (figura 17). En los estadios E15,5 y E18,5 el epitelio auditivo se puede dividir en greater 
epithelial ridge (GER), que incluye una única fila de células ciliadas internas y lesser epithelial 
ridge (LER), que incluye tres filas de células ciliadas externas (figura 17A,B). A P5 (figura 
17C) la estructura del órgano de Corti es muy similar a la del adulto. Los patrones de expresión 
temporal de Igf1 e Igf1r observados se muestran de forma esquemática (figura 17A-C) 
coloreados en azul y rojo respectivamente.   
A E15,5 el ARNm de Igf1 se expresó claramente en el área correspondiente a la futura 
estría vascular y de forma más débil en aquellas áreas que dan lugar a la membrana de Reissner, 
el limbo espiral y el surco externo (figura 17D,G). A E18,5 Igf1 todavía se visualizó de forma 
evidente en la estría vascular y el limbo espiral, mientras que su expresión fue más débil en el 
surco externo de la membrana de Reissner (figura 17E,H). La expresión de Igf1 a P5 se 
encontraba más restringida y se detectó en las células marginales de la estría vascular y 
solapando con las células que expresan el canal de potasio Kir4.1 (figura 17F, I, I’). Se observó 
una expresión más débil en los surcos interno y externo.  
Igf1r se expresaba de forma ubicua a E15,5, pero fue más fuerte en GER, LER y 
ganglio auditivo (figura 17J,M). La expresión de Prox1 se usó para definir el LER (figura R8M) 
(Bermingham-McDonogh et al., 2006).  El patrón de expresión se mantuvo similar a E18,5 
(figura 17K,N), aunque fue más marcado en la zona apical del ganglio auditivo (figura 17K’). 
Al igual que antes, la expresión de Igf1r se restringía postnatalmente y aparecía en el surco 
espiral interno y en las células de Hensen, Claudius y basales de la estría vascular, en un patrón 
de expresión complementario al mostrado por Igf1 (figura 17L,O,O’). A las edades estudiadas 
(E15,5, E18,5, P5 y P15) el patrón celular de expresión de Igf1r en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 no 
mostró ningún cambio cuando se comparó con la cóclea del ratón Igf1
+/+
 (figura 18). En la tabla 




Figura 17. Expresión de ARNm de Igf1 e Igf1r en la cóclea. (A-C) Esquemas del órgano de Corti a 
E15,5, E18,5 y P5 que muestran la expresión de Igf1 (en color azul), Igf1r (naranja y rojo) o ambos 
(morado). (D-O) Hibridación in situ de Igf1 (D-I,I’) e Igf1r (J-O,O’) en embriones Igf1+/+ a E15,5 
(D,G,J,M) y E18,5 (E,H,K,N) y en ratones Igf1
+/+
 a P5 (F,I,L,O). Se realizó una inmunotinción doble con 
anti-Kir4.1 para identificar las proyecciones neurales, la estría vascular y las células pilares (F,I,I’) y con 
anti-Prox1 para identificar las células de Deiter, las células pilares y las neuronas auditivas (J-O,O’). (D-I) 
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La expresión de Igf1 se localizó en la estría vascular (flecha negra larga), limbo espiral (cabeza de flecha 
negra), surco externo (cabeza de flecha verde) y membrana de Reissner (flecha negra corta). (J,K,M,N) A 
E15,5 y E18,5 Igf1r se expresaba en el GER (flecha roja) y en el LER (cabeza de flecha roja). (L,O) A P5 
la expresión de Igf1r presentó un patrón complementario al de Igf1 y se observó en el surco espiral 
interno (flecha roja) y en las células de Claudius y Hensen (cabeza de flecha roja). Igf1r se localizó 
también en el AG (asterisco en J,K,K’) y en las células basales de la estría vascular (O’). Se probaron en 
paralelo tres embriones por genotipo y en tres experimentos diferentes. GER, greater epithelial ridge; 
LER, lesser epithelial ridge; MT, membrana tectoria; GA, ganglio auditivo; CCI, células ciliadas 
internas; CCE, células ciliadas externas; CP, células pilares; CM, células marginales; CI, células 
intermedias; CBs, células basales; EV, escala vestibular; EM, escala media; ET, escala timpánica. Barras 









. (A-F) La expresión de ARNm del gen Igf1r fue igual para ambos genotipos: 
Igf1
+/+
 (A,B,C) e Igf1
-/-
 (D,E,F) a P5. La expresión de IGF1R se localizó en el órgano de Corti y en el 
ganglio auditivo a E15,5 (G,H) y E18,5 (I,I’,J,J’) en ambos genotipos. A P15 se observó la expresión 
principalmente en las neuronas del ganglio auditivo (K,L), y tampoco se observaron diferencias a este 
edad. GA, ganglio auditivo; EV, escala vestibular; EM, escala media; ET, escala timpánica; OC, órgano 
de Corti CBs, células basales; CM, células marginales; CCI, células ciliadas internas; CCE, células 
ciliadas externas; MT, membrana tectoria. Barras de escala: 150 µm (A,D); 20 µm (B,C,E,F); 20 µm 









Se estudiaron los perfiles de expresión temporal de distintos genes del sistema IGF en la 




 mediante PCR en tiempo real. Se seleccionaron los genes Igf1, 
Igf1r, Ins2, Igf2, Igfbp2 e Igfbp3 para el estudio de su expresión a distintos puntos temporales 
prenatales (E15,5 y E18,5) y postnatales (P5, P15, P30, P60 y P90). En los ratones Igf1
+/+
 la 
expresión de Igf1 se mantenía alta durante el desarrollo, con una disminución postnatal 
moderada, mientras que en la cóclea de los ratones Igf1
-/-
 se encontraba ausente como era de 
esperar. La expresión de Igf2 se mantenía alta durante el desarrollo y caía rápidamente tras el 
nacimiento. Los niveles de expresión de Igf2 no mostraron diferencias significativas entre los 
ratones control y los mutantes en los distintos puntos temporales estudiados (datos no 
mostrados). La expresión de Igf1r en la cóclea de los ratones Igf1
+/+
 disminuyó drásticamente 
entre E15,5 a P5, y posteriormente volvió a aumentar de forma moderada con la edad (figura 
19B). En la cóclea del ratón Igf1
-/-
, se observaba un aumento en la expresión de Igf1r respecto a 
la del animal control tras el nacimiento que se mantenía a lo largo del periodo estudiado. No se 




 a ninguna de las edades estudiadas (datos no 
mostrados). La expresión de IGFBP se ha descrito en la cóclea de diferentes especies (Cho et 
al., 2002; Park et al., 2007). A E15,5 se detectaron niveles elevados en la expresión de Igfbp2 e 
Igfbp3 en ambos genotipos, aunque la expresión disminuía de forma rápida en torno a la época 
perinatal. La cóclea del ratón Igf1
-/-
 mostraba una expresión ligeramente superior de dichos 
genes (figura 19C,D) (Tabla5). 
La unión específica de IGF-1 a su receptor IGF1R conduce su fosforilación y a su 
consiguiente activación. Los aminoácidos fosforilados actúan como sitios de unión para 
distintas proteínas, como el sustrato del receptor de insulina tipo 2 (IRS2) (Taniguchi et al., 
2006), que a su vez activarán diferentes rutas de señalización. Se estudiaron los niveles de 





distintas edades (E15,5, E18,5, P5, P60 y P90) y se observó que la activación de IGF1R es 
menor en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 que en el control a todas las edades estudiadas (figura 
20A,B). La tasa de unión a grupos fosfato por parte de IGF1R en el ratón Igf1
-/-
 aumentaba 
ligeramente (30%; p˂0,05) a partir de la edad E18,5 y  hasta P90, cuando se comparaba frente al 
ratio de activación observado a P15 (figura 20C). No se detectaron cambios en los niveles de 
IRS2 a las edades estudiadas (figura 20D). 
La señalización de IGF-1 se encuentra regulada por una red de mediadores 
intracelulares entre los que se incluye la vía de PI3K-AKT y la cascada de las MAP quinasas. 
En la cóclea del ratón Igf1
-/-
 a E18,5 disminuían los niveles relativos de actividad de las formas 
fosforiladas de Akt Ser473 (31%; p˂0,01) y ERK1/2 (56%; p˂0,05), mientras que se 
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encontraban muy incrementados los de p38 MAPK fosforilada (261%; p˂0,005), cuando se 
comparaban con los encontrados en la cóclea del ratón Igf1
+/+
 (figura 20A,D). La activación de 
las rutas de Akt y ERK1/2 MAPK es esencial para la supervivencia y la proliferación celular, 
mientras que la de p38 MAPK forma parte de la respuesta celular al estrés que puede estar 
provocada por agentes como  luz ultravioleta, calor, shock osmótico o citoquinas inflamatorias 
(Kumar et al., 2003). Estos datos indicaban que el déficit de IGF-1 a E18,5 disminuía la 
actividad de las vías que controlan la proliferación celular y la supervivencia, mientras que 
aumentaban las relacionadas con la respuesta celular al estrés.  
   





 a E18,5. (A-D) Niveles de expresión de ARNm de los genes Igf1, Igf1r, Igfbp2 y 
Igfbp3 mediante PCR en tiempo real en ratones Igf1
+/+
 (azul) e Igf1
-/-
 (rojo) a edad prenatal (E15,5 y 
E18,5; n=8) y postnatal (P5, P15, P30, P60 y P90; n=6). Como control endógeno se utilizó el gen Rn18S. 




. (A) La expresión de Igf1 era alta en la 
cóclea del ratón Igf1
+/+
 e inexistente en la del ratón nulo. (B) La expresión de Igf1r disminuía de forma 
marcada en la cóclea del ratón Igf1
+/+
 entre E15,5 y P5, aumentando posteriormente con la edad. En la 
cóclea del ratón Igf1
-/-
, Igf1r seguía un patrón similar al anterior, pero presentaba niveles superiores en 
todos los puntos de edad estudiados. Los niveles de ARNm de Igfbp2 (C) e Igfbp3 (D) eran elevados a 
E15,5 para disminuir de forma drástica a continuación y sus perfiles eran ligeramente superiores en la 











 a E18,5. (A) Las imágenes de Western blotting mostraron que IGF-1 modulaba la activación de 
IGF1R, ERK, Akt y p38 MAPK e E18,5. (B) La deficiencia de IGF-1 modificaba los niveles de 
activación de IGF1R desde la etapa embrionaria hasta postnatal. Los extractos proteicos obtenidos de 




 a E15,5, E18,5, P5, P60 y P90 (n=6; procedentes de, al menos, dos 
experimentos diferentes) se analizaron mediante técnicas de inmunodetección para estimar la presencia de 
la forma activada de IGF1R. Se utilizó IGF1R como control de carga. Las bandas específicas se midieron 
mediante densitometría con el software ImageJ para cuantificar el nivel de expresión. Los resultados se 
normalizaron y a la expresión detectada para el extracto coclear del ratón Igf1
+/+
 a E15,5 se le asigno un 
valor arbitrario igual a 100. Barras azules: ratón Igf1
+/+
; barras rojas: ratón Igf1
-/-
. (C) De la misma forma 





E15,5, E18,5, P5, P60 y P90. Los datos se presentan como el porcentaje del nivel de proteínas en el ratón 
nulo frente al Igf1
+/+
. Barras verdes: expresión de p-IGF1R; barras naranjas: expresión de IRS2. (D) Para 
determinar los niveles de las formas activadas de Akt
Ser473
, ERK y p38 MAPK, se analizaron mediante 




 a E18,5. Como controles de 
carga se utilizaron β-actina y las formas no activadas de AKT y ERK1/2. Tras el revelado las películas se 
escanearon, se cuantificaron con el software ImageJ y los niveles se normalizaron tomando como 
referencia las muestras del ratón Igf1
+/+
 (valor=100). Los valores se presentan como media+ESM de, al 





; barras rojas: ratón Igf1
-/-
. La significación estadística en todos los casos se estimó 
mediante la prueba de la t de Student: ***p<0,005; **p<0,01; *p<0,05. 
7. Expresión de genes del sistema IGF en diferentes tejidos del ratón deficiente en Igf1 y 
en la cóclea del ratón deficiente en Igf1r 
 Se estudio la expresión de distintos genes del sistema IGF en el hueso femoral y en los 









 entre los 2 y 4 meses de edad para determinar los efectos de la 
deficiencia de Igf1 en otros tejidos y de Igf1r en la cóclea, además de la posible compensación 
por parte de otros componentes del sistema IGF en respuesta a dichos déficits (Tabla 5). 
 La expresión de Igf2, Igf1r e Irs2 se encontraba aumentada en el fémur del ratón Igf1
-/-
 
en comparación con el ratón Igf1
+/+
, mientras que no se modificaba la expresión del gen Ptpn1. 
Este gen codifica la síntesis de una proteína tirosina fosfatasa que regula de forma negativa la 
señalización del sistema IGF, conduciendo a la inactivación de los receptores de IGF-1 e 
insulina (IGF1R e IR) y bloqueando la señal en pasos posteriores de la ruta (figura 21A).  







 en edad adulta. Los niveles de Igf1 en el ratón deficiente en este tejido, al igual 
que en la cóclea, eran prácticamente inexistentes. La expresión de Igf1r aumentaba 
significativamente en el ratón Ig1f
+/-




. No se detectaron 
cambios significativos en la expresión de Igf2 entre genotipos (figura 21B). 
 En la cóclea de los ratones UBC-CreERT2; Igf1r
fl/+
, que son  modelos deficientes 
condicionales en Igf1r, disminuyó la expresión de Igf1r un 40% respecto a la encontrada en los 
ratones control Igf1r
fl/fl
. No se encontraron cambios significativos en la expresión de los genes 
que codifican para la síntesis de los factores Igf1 e Igf2 o de los sustratos del receptor de 
insulina Irs1e Irs2 cuando se compararon ambos genotipos. La expresión de Ptpn1 aumenta en 
la cóclea de los ratones UBC-CreERT2; Igf1r
fl/+




               
Figura 21. Determinación mediante RT-qPCR de la expresión génica de elementos del sistema IGF 
en distintos tejidos y modelos animales. (A) Los niveles de expresión de Igf2, Igf1r e Irs2 se midieron 
en muestras de fémur de ratones Igf1
+/+
 (barras azules) e Ig1f
-/-
 (barras rojas) de entre 2 y 3 meses de 
edad. Se observó un aumento de expresión de Igf2, Igf1r e Irs2 en el ratón nulo respecto al control y no 
había cambios significativos en la expresión de Ptpn1. Se utilizaron 5 ratones por genotipo para el 
experimento. Como gen endógeno para normalizar los resultados de expresión se utilizó el gen de la 
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proteína ribosomal P0 (Rplp0). Los resultados se representan como la media de RQ±ESM. Se utilizó el 
software RealTime Statminer® para el estudio de la expresión génica y el cálculo del p-valor ajustado, 
considerándose significativo cuando p˂0,05. (B) Los niveles de expresión de ARNm de Igf1, Igf2 e Igf1r 






 de 4 meses de edad. La expresión 
de Igf1 disminuyó en el ratón deficiente respecto a los otros dos genotipos. La expresión de Igf2 se 
mantuvo similar en la comparación entre genotipos y la de Igf1r disminuía en el ratón Ig1f
-/-
 respecto al 
ratón Ig1f
+/-
. Se utilizaron al menos 3 ratones por genotipo en el experimento. Como genes endógenos se 
utilizaron el gen 18S (Rn18S) y la hipoxantina fosforribosil transferasa (Hprt1). Los resultados de 
expresión génica se calcularon mediante el método de 2
-ΔΔCt
 y se representan como la media de RQ±ESM. 
La significación estadística se estimó mediante ANOVA y prueba de la t de Student y los resultados se 
consideraron significativos cuando p˂0,05. * indica la comparación frente a Igf1+/+; # frente a Igf1+/-. (C) 
Se determinaron los niveles de expresión de los genes Igf1, Igf2, Irs1, Irs2 y Ptpn1 en la cóclea de los 
ratones UBC-CreERT2; Igf1r
fl/+
 y los utilizados como control Igf1r
fl/fl
 a los 2 meses de edad. Ambos 
genotipos fueron previamente tratados con tamoxifeno. Se utilizaron 3 ratones por genotipo para el 
experimento. Como gen endógeno para normalizar los resultados de expresión se utilizó el gen de la 
proteína ribosomal P0 (Rplp0). Los resultados se representan como la media de RQ±ESM. La 
significación estadística se estimó mediante la prueba de la t de Student y los resultados se consideraron 

























E15,5 Esv, MR, LiE y SE 0,00   
E18,5 Esv y LiE. Menor en MR.  0,00   
P5 CCM y LiE. Menor SI y SE. 0,00   
P15    0,00   
P60   0,00 1,17 
P90   0,00   
Núcleos 
cocleares 
P120   0,00   
Retina 
P180   0,00   
P300   0,00   
P360   0,00   
Igf2  
Cóclea P60     1,13 
Fémur P60-P90   8,42   
Núcleos 
cocleares 
P120   0,99   
Retina 
P180   0,89   
P300   1,6   




P120   1,01    
Retina 
P180   1,11   
P300   1,22   




P120   0,14   
Retina 
P180   0,68   
P300   0,62   
P360   1,4   
Igf1r 
Cóclea 
E15,5 GER, LER y GA 1,27   
E18,5 GER, LER y zona apical del GA 0,93   
P5 SI, CH, CC y CBs 1,70   
P15   1,87   
P60   2,05 0,40 
P90   1,10   
Fémur P60-P90   9,31   
Núcleos 
cocleares 
P120   1,08   
Retina 
P180   1,14   
P300   1,21   
P360   1,52   
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P120   0,77    
Retina 
P180   1,28   
P300   1,18   
P360   1,67   
Igfbp2 
Cóclea 
E15,5   1,32   
E18,5   1,55   
P5   2,50   
P15   1,50   
P60   2,66   
P90   1,60   
Núcleos 
cocleares 
P120   0,52   
Igfbp3 
Cóclea 
E15,5   1,38   
E18,5   1,19   
P5   1,30   
P15   1,12   
P60   0,96   
P90   1,07   
Núcleos 
cocleares 
P120   1,19   
Retina 
P180   0,95   
P300   1,38   
P360   1,28   
Irs1 
Cóclea P60     1,08 
Núcleos 
cocleares 
P120   0,91   
Retina 
P180   1,1   
P300   1,22   
P360   1,92   
Irs2 
Cóclea P60     0,93 
Fémur P60-P90   4,17   
Núcleos 
cocleares 
P120   0,86    
Retina 
P180   1,02   
P300   1,46   
P360   1,84   
Ptpn1 
Cóclea P60     1,09 
Fémur P60-P90   2,29   
Núcleos 
cocleares 
P120   0,64   
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Tabla 5. Expresión de elementos del sistema IGF en distintos tejidos y edades. El patrón de expresión 
se observó mediante técnica de hibridación in situ y la expresión relativa se cuantificó mediante RT-
qPCR. (1) indica la comparación entre la expresión del ratón Igf1
-/-
 frente a la de su control Igf1
+/+
. (2) 
indica la comparación entre la expresión del ratón UBC-CreERT2; Igf1r 
fl/+
 frente a la de su control 
Igf1r
fl/fl
. Los resultados de expresión génica se calcularon mediante el método de 2
-ΔΔCt
 (RQ) y para la 
comparación entre genotipos se adjudico el valor de 1 a los datos del control. Abreviaturas: CB, células 
basales; CC, células de Claudius; CH, células de Hensen; CM, células marginales; Esv, estría vascular; 
GA, ganglio auditivo; GER, greater epithelial ridge; LER, lesser epithelial ridge; LiE, limbo espiral; 
MR, membrana de Reissner; SE, surco externo; SI, surco interno. 
 
8. Identificación de genes expresados de forma diferencial en la cóclea de ratones Igf1-/- a 
E18,5 
Como ya se ha descrito en apartados anteriores, la deficiencia de IGF-1 afecta a los 
niveles de expresión de los elementos del sistema IGF y produce importantes alteraciones en las 
principales rutas de señalización. Estos datos, junto con las alteraciones morfológicas y la 
sordera neurosensorial grave que el déficit origina en ratón y en humano, dirigieron nuestro 
trabajo a profundizar en los mecanismos moleculares que subyacen a la actividad de IGF-1 en la 
cóclea de ratón durante el desarrollo. 





 en un array de genoma completo de ratón (MOE430A) de Affymetrix. 
Los resultados se enviaron a Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) y se 
encuentran disponibles con el número de acceso GSE11821. 
Para calcular los niveles de expresión de los genes y el intervalo de confianza de la 
muestra en los arrays de Affymetrix se utilizó un modelo desarrollado por el grupo PUMA y 
llamado  multi-mgMOS (multi-chip modified gamma Model for Oligonucleotide Signal). Los 
transcriptos significativos en términos de expresión diferencial, tanto los sobre-expresados 
como los disminuidos, se identificaron utilizando el algoritmo PPLR, acrónimo de Probability 
of Positive Log Ratio. Un valor de PPLR cercano a 1 significa una probabilidad alta de que el 
transcrito se encuentre sobre-expresado, mientras que cuando el valor de PPLR es bajo, cerca de 
0, esto implica una probabilidad muy baja de sobre-expresión y por lo tanto, la probabilidad de 
que la expresión del transcrito se encuentre disminuida es alta. Para el análisis se eligió un 
umbral de significación de 0,05 y se seleccionaron los transcritos con PPLR por encima de 0,95 
y por debajo de 0,05 como significativos. Sólo se seleccionaron para un estudio posterior 
aquellos genes que presentaban un ratio de cambio (fold change, FC) mayor a 1 o menor a -1 
(FC˃1 con PPLR˃0,95 y FC˂-1 con PPLR˂0,05). Siguiendo este criterio, se observó que 64 
genes presentaban un aumento de expresión en ausencia de IGF-1, mientras que en otros 167 
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genes la expresión aumentaba. Estos genes se clasificaron según sus procesos biológicos 
mediante el sistema PANTHER y la herramienta FatiGO perteneciente a Babelomics, y se 
compararon frente a los genes de Mus Musculus incluidos en la base de datos del NCBI 
(National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Con este análisis se pudieron identificar los procesos biológicos 
y actividades celulares asociados a los genes de la cóclea afectados por la deficiencia en IGF-1 
(figura 22). Posteriormente se llevó a cabo una selección de dichos genes teniendo en cuenta la 
función biológica,  expresión en el oído interno y asociación a algún tipo de sordera humana, así 
como otros parámetros técnicos como el nivel de expresión génica. En la tabla 1 del Anexo 1 se 
muestra la selección de genes expresados de forma diferencial en la cóclea en ausencia de IGF-
1. Entre ellos se incluyen genes relacionados con defectos sensoriales (Ush1c, Esrrb y Tub) y 
transportadores de iones (Cacna1f, Kcnd2, Kcnmb1, Mlc1). La expresión de los transportadores 
de acetilcolina Slc18a3 y Slc5a7 y los moduladores de la función de la estría Esrrb y Cldn18, 
entre otros, ya había sido descrita anteriormente en la cóclea. 
Para evaluar la especificidad de tejido de los genes diana de IGF-1 identificados 
mediante este estudio, se llevó a cabo un estudio paralelo con el ARN procedente de los 




 (GSE17157; Pais et al., 2013). La comparación de los genes 
con expresión diferencial obtenidos en ambos estudios indicó que 94 genes aumentaban su 
expresión en el pulmón, mientras que sólo 64 lo hacían en la cóclea. No se encontraron genes 
comunes entre ambos tejidos. Por otra parte, en pulmón disminuía la expresión de 56 genes y en 
la cóclea lo hacía un total de 167 genes. En este último caso, sólo tres genes estaban presentes 
en ambos tejidos: la integrina alfa V (Itgav), el transportador Slc4a1 y la peptidasa específica de 
ubiquitina 12 (Usp12). 
Se confirmaron los cambios en los niveles de expresión de 15 genes de los arrays de 
cóclea mediante RT-qPCR utilizando sondas TaqMan cuando estaban disponibles o con 
técnicas de hibridación in situ. Mediante la RT-qPCR se pudo validar el resultado de los arrays 
en un 68% de los genes estudiados y se confirmó que los transcritos de Akr1c13, Fgf15, FoxM1, 
Mash1, Rp1h, Six6 y Ush1c se expresaban en mayor medida en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 (Boeda 
et al., 2002; Zheng et al., 2003; Gong et al., 2006; Sánchez-Calderón et al., 2007). Por el 
contrario, Foxg1, que se encuentra implicado en la morfogénesis del oído interno en mamíferos 
(Pauley et al., 2006) no presentó una expresión diferencial en la cóclea del ratón Igf1
-/-
. Estos 
datos contribuyen a la comprensión de las bases moleculares que sustentan el retraso en la 
maduración del epitelio sensorial descrito en la deficiencia de IGF-1 (Camarero et al., 2001), 
ampliando la acciones de este factor y poniendo de manifiesto su relación con genes asociados 
al Síndrome de Usher como Ush1c (Boeda et al., 2002), Rp1h (Liu et al., 2008) y Tub (Carroll 
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et al., 2004) cuyas mutaciones dan lugar a sordo-ceguera en humanos (ORPHA886; 
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php?lng=ES). 
Los estudios paralelos realizados mediante hibridación in situ confirmaron la expresión 
celular anómala de Six6, Mash1 y del factor de crecimiento de fibroblastos Fgf15. Estos genes 
se expresaban en la cóclea del ratón deficiente en Igf1, mientras que su expresión en el ratón 
Igf1
+/+
 era muy baja o prácticamente inexistente. Dentro del sistema nervioso central, Six6 se 
expresaba en la retina, placoda olfatoria, hipotálamo e hipófisis (López-Ríos et al., 1999). 
Aunque el ARN mensajero de Six6 no se expresaba en el nervio auditivo del ratón Igf1
+/+
 a 
E18,5 (figura 23A,B), sus transcritos se detectaban claramente en el ratón Igf1
-/-
 (figura 23D,E). 
El factor de transcripción proneural bHLH Mash1, por otra parte, se detectaba con más 
intensidad en el nervio auditivo (NA) del ratón Igf1
-/-
 a E18,5 (Figura 23C,F). A P5 la expresión 
de Mash1 era similar en ambos genotipos y se encontraba asociada a los cuerpos neuronales 
entre las fibras marcadas por mielina. Esto podría sugerir que, en este estadio, las células 
positivas para Mash1 fueran neuronas ganglionares (Malmierca, 2003) (figura 24) y que IGF-1 
participara de alguna manera en el destino neural tardío del ganglio auditivo. 
Los factores de crecimiento de los fibroblastos y sus receptores juegan un papel 
importante durante el desarrollo del oído interno (Puligilla et al., 2007, Jacques et al., 2007). A 
E15,5 y E18,5 Fgf15 no se expresaba normalmente en el órgano de Corti de los ratones control. 
Sin embargo, a E16,5 y E18,5 se han encontrado transcritos de dicho gen en las células 
interfalángicas y en las células del borde situadas cerca de las células ciliadas internas en la 
vuelta basal de la cóclea en ratones Igf1
-/-
 (datos no mostrados y figura 23G,J). Dichos 
transcritos se encuentran asociados a marcadores específicos como p75 para las células pilares y 
myoVIIa para las células ciliadas (figura R14I,J). A P5, la expresión de Fgf15 en las células del 
borde y en las falángicas internas no mostraba diferencias entre genotipos (figura 23N-Q). La 
expresión de otros genes como Fgf8 (figura 23K) y Fgfr3 (figura R14L) se mantenía sin 
cambios en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 a E18,5.  
Se estudiaron los perfiles de expresión de Akr1c13, Dnabj7, Fgf15, Fibp, Foxg1, 
Foxm1, Kcnd2, Kif17, Mash1, Shbg, Retnla, Rp1h, Six6, Slc19a2 y Ush1c en los estadios de 




 mediante PCR en 
tiempo real. Se clasificaron en tres grupos: i) genes cuyos perfiles variaban durante el desarrollo 
embrionario, bien aumentando como era el caso de Akr1c13, Fgf15, Foxm1 y Six6 (figura 25A) 
o disminuyendo como Dnabj7 (figura 25B) en la cóclea del ratón Igf1
-/-
; ii) genes cuyos perfiles 
cambiaban durante los estadios postnatales, aumentando en el caso de Fibp, Shbg, Slc19a2 y 
Rp1h (figura 25C) o disminuyendo en Kif17 y Retnla (figura 25D) en la cóclea del ratón nulo; 
iii) genes en los que el déficit de Igf1 alteraba sus niveles de expresión a lo largo de todo el 
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Figura 22. Genes expresados de forma diferencial en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 agrupados en función 
de su categoría funcional.
 
Los 231 genes cuya expresión variaba en los arrays de cóclea del ratón Igf1
-/-
 
(barras negras) se compararon frente al genoma completo (barras blancas) de ratón (Mus musculus) 
recogido en la base de datos del NCBI y se clasificaron según su función biológica. Para el análisis 
estadístico de los procesos biológicos se utilizó la corrección de Bonferroni para múltiples test y se 
seleccionaron aquellos procesos con p˂0,05. Los genes cuya expresión cambiaba en la cóclea del ratón 
deficiente en Igf1 a edad embrionaria están implicados en los siguientes procesos biológicos: transducción 
de señal, procesos de desarrollo, señalización mediada por ligando, comunicación celular, inmunidad y 
defensa, señalización mediada por citoquinas, contracción muscular, metabolismo de lípidos, ácidos 





Figura 23. Aumento de expresión de Six6, Mash1 y Fgf15 en la cóclea embrionaria del ratón Igf1
-/-
. 
Hibridación in situ de los tránscritos de Six6 (A,B,D,E), Mash1 (C,F) Fgf15 (G-J, N-Q), Fgf8 (K) y Fgfr3 




 a E18,5 (A-L) y 
P5 (N-Q). (M) Esquema del órgano de Corti en el que se muestran los diferentes tipos de células a E18,5. 
La expresión de Six6 y Mash1 era superior en el nervio auditivo (NA) de la cóclea Igf1
-/-
 a E18,5. La 
expresión de ARNm de Fgf15 se localizó en las células del borde (CB) y en las células falángicas internas 
(CFI) del ratón Igf1
-/-
 a E18,5 (flechas en I y J) mientras que se encontraba ausente en el ratón Igf1
+/+
 





 (CCI) y la de Fgfr3 (marcaje azul en L) en las células de soporte del mismo ratón. A P5, la 
expresión de Fgf15 se observó en las CFI y CB en la vuelta basal de la cóclea de los ratones Igf1
-/-
 
(flechas en N,O,O’,P) e Igf1+/+ (cabeza de flecha en Q). La inmunotinción con Prox1 (marrón en 
A,B,D,E), Miosina VIIa (marrón en H,P; verde en I,L,O) y p75 (marrón en G,J,K) sirvió para identificar 
las células de soporte, las células ciliadas internas y externas y las células del pilar respectivamente. Se 
testaron en paralelo tres embriones por genotipo en tres experimentos diferentes. NA, nervio auditivo; 
EV, escala vestibular; EM, escala media; ET, escala timpánica; CD, células de Deiter; CCI, células 
ciliadas internas; CCE, células ciliadas externas; CP, células pilares; MT, membrana tectoria. Barras de 










 a P5. (A-K) La 
hibridación in situ de Mash1 se realizó en secciones de criostato de cócleas de ratones Igf1
+/+
 (A-G) e 
Igf1
-/-
 (H-K) a P5. Los axones del nervio auditivo (NA) se tiñeron con 3A10 (rojo; C,D,F,G,J,K). A P5 la 
expresión de Mash1 en el nervio auditivo no mostró diferencias entre genotipos (B-G,I-K). Las imágenes 
B, E e I muestran, aumentado de tamaño, lo mismo que aparece en las zonas encuadradas de A y H, 
respectivamente. Las imágenes D, G y K se consiguieron al fundir el marcaje obtenido con Mash1 y 
3A10. (L-S) Hibridación in situ de Mash1 en rojo (L,P,O,S) e inmunohistoquímica  con proteína básica 
de mielina (MBP) en verde (M,Q,O,S). Los núcleos celulares se tiñeron en azul con DAPI (N,R,O,S). A 
P5, la expresión de Mash1 aparecía rodeando al núcleo y se asociaba al soma celular, se podrían tratar de 
neuronas del ganglio que se encuentran embebidas en los axones auditivos (flechas blancas; L-S). Se 
testaron en paralelo tres embriones por genotipo en tres experimentos diferentes. NA, nervio auditivo; 
EV, escala vestibular; EM, escala media; ET, escala timpánica. Barras de escala: 150 µm (A,H); 30 µm 




Figura 25. Curso temporal de la expresión de ARNm en genes diana de IGF-1. Análisis mediante 




 (rojo) obtenido a 
distintas edades: E15,5, E18,5, P5, P15, P30, P60 y P90. Como control endógeno se utilizó el gen Rn18S. 




. Los perfiles de expresión de Fgf15 
(A) y Dnabj7 (B) fueron similares, con niveles altos a E15,5 que disminuían de E18,5 en adelante. Los 
niveles de Shbg, más elevados en el ratón Igf1
-/-
, aumentaron a partir de P5 (C). La expresión de Retnla 
fue mayor en el ratón Igf1
+/+
 y aumentó progresivamente con la edad (D). Los niveles de ARNm de 
Ush1c aumentaron con la edad en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 y la expresión era mayor a la presentada por el 
ratón Igf1
+/+
 (E). Los niveles de expresión de Kcnd2 eran menores en la cóclea del ratón nulo que en la 
del ratón Igf1
+/+
 (F). La significación estadística estimada mediante la prueba de la t de Student fue: 
***p<0,005; **p<0,01; *p<0,05. Se utilizaron 6 ratones/genotipo. 
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9. Expresión de genes de autofagia en la cóclea de los ratones Igf1+/+ e Igf1-/-  
 La autofagia es un proceso catabólico clave durante el desarrollo embrionario que  
proporciona la energía necesaria para la remodelación de órganos y tejidos (Aburto et al., 2012 
Cells). Estudios previos habían demostrado la importancia de la autofagia en el desarrollo del 
oído interno de distintas especies (Marino et al., 2010; Aburto et al., 2012 Cell Death). Por otra 
parte, el IGF-1 y su ruta de señalización tienen una fuerte relación con el control de la autofagia 
(Sobolewska et al., 2009; Bains et al., 2009; Renna et al., 2013).  
 Debido a la importancia de este proceso en la etapa embrionaria y para discernir si 
estaba regulado por IGF-1, se estudió a continuación la expresión comparada de genes de 




 de E18,5. Los genes implicados en procesos 
relacionados con la autofagia se seleccionaron y clasificaron atendiendo a criterios previamente 
descritos (Klionsky, 2005; Mizushima, 2007; Chen and Klionsky, 2011; Gordy and He, 2012; 
Rubinstein and Kimchi, 2012¸ Feng et al., 2014). La mayoría de los genes no mostraron 
diferencias de expresión entre genotipos (tabla 6), salvo en el caso de los transcritos Ndp52, 
Tlr1 y Tlr6. Ndp52, que se encontraba aumentado en la cóclea de el ratón deficiente, tiene es 
importante en la inmunidad por el papel que juega modulando la autofagia. NDP52 es un 
receptor de autofagia para patógenos ubiquitinilados con capacidad de unión a LC3 y ubiquitina 
de forma simultánea (Thurston et al., 2009; Kraft et al., 2010). Tlr1 y Tlr6 son miembros de la 
familia de receptores tipo toll (TLR) que tienen un papel clave en el sistema inmune innato (Shi 
y Kehrl, 2008; Yordy et al., 2013). Los datos de los arrays mostraron una mayor expresión de 
Tlr1 y  una disminución de Tlr6 en la cóclea del ratón Igf1
-/-
  cuando se comparó con el control 
Igf1
+/+
, mientras que la expresión de otros miembros de la familia TLR no se modificaba. La 
activación de TLR1 a través de MydD88, junto con otros miembros de la familia TLR, 












1- Genes de la maquinaria de autofagia  
Genes implicados en la formación de vacuolas de autofagia 
Atg12 Autophagy-related 12 (yeast) 5.41 5.36 -0.053 
Atg4b Autophagy-related 4B (yeast) 7.09 7.09 -0.001 
Atg4d Autophagy-related 4D (yeast) 5.42 5.39 -0.023 
Atg5 Autophagy-related 5 (yeast) 6.79 6.79 -0.001 
Becn1 Beclin 1  7.16 7.16 0.006 
Gabarap Gaba receptor associated protein 10.95 10.95 -0.003 
Gabarapl1 Gaba receptor-associated protein-like 1 8.46 8.45 -0.004 
Gabarapl2 Gaba receptor-associated protein-like 2 8.25 8.24 -0.016 








 a edad 




 se estudio utilizando 
Ulk1 Unc-51 like kinase 1 (C. elegans) 6.28 6.22 -0.057 
Genes responsables del transporte 
Atg10 Autophagy-related 10 (yeast) 6.19 6.19 -0.006 
Atg3 Autophagy-related 3 (yeast) 4.54 4.49 -0.051 
Atg7 Autophagy-related 7 (yeast) 4.39 4.41 0.027 
Rab24 RAB24, member RAS oncogene family 7.65 7.54 -0.109 
Genes responsables de la fusión del autofagosoma-lisosoma/vacuola  
Lamp1 Lysosomal membrane glycoprotein 1 10.51 10.51 -0.003 
Npc1 Niemann Pick type C1 7.70 7.70 -0.005 
Genes implicados en autofagia y ubiquitinilación  
Bag3 Bcl2-associated athanogene 3 7.35 7.12 -0.233 
Foxo3 Forkhead box O3 7.57 7.56 -0.004 
Hdac6 Histone deacetylase 6 8.01 8.01 0.006 
Nbr1 Neighbor of Brca1 gene 1 8.55 8.35 0.204 
Ndp52 Nuclear domain 10 protein 52 3.21 2.11 -1.099 
2- Genes de reguladores de la autofagia 
Genes de autofagia y apoptosis 
Bad Bcl-associated death promoter 7.02 7.03 0.010 
Bak1 Bcl2-antagonist/killer 1 3.43 3.42 -0.010 
Bax Bcl2-associated X protein 8.09 8.08 -0.004 
Bcl2 B-cell leukemia/lymphoma 2 5.06 5.02 -0.033 
Casp3 Caspase 3 7.73 7.68 -0.041 
Casp8 Caspase 8 7.12 6.89 -0.227 
Fadd Fas TNFRSF6-associated via death domain 6.11 6.05 -0.059 
Mapk8 Mitogen activated protein kinase 8 6.74 6.73 -0.007 
Uvrag UV radiation resistance associated gene 7.70 7.48 -0.219 
Genes de autofagia y ciclo celular 
Cdkn1b  Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (P27) 5.70 5.73 0.030 
Cdkn2a Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 3.74 3.56 -0.175 
Eif4ebp1 Eukaryotic translation initiation factor 4Ebp1 7.04 7.04 0.006 
Eif2ak4 Eukaryotic translation initiation factor 2ak4 6.05 6.32 0.278 
Genes reguladores de autofagia en otros procesos celulares  
Mapk14 Mitogen activated protein kinase 14 5.26 5.13 -0.131 
Rps6kb1 Ribosomal protein S6 kinase, polypeptide 1 6.08 6.05 -0.028 
Tlr1 Toll-like receptor 1 1.42 3.04 1.615 
Tlr6 Toll-like receptor 6 3.49 1.17 -2.314 
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GeneChip® Mouse Genome 430A2.0 Arrays (Affymetrix), un array de genoma completo con una 
cobertura de 39.000 transcritos. Los genes de autofagia se clasificaron en 1) Genes de la maquinaría 
autofágica y 2) Genes reguladores de la autofagia. Para el análisis de los arrays se utilizó un método 
probabilístico (PPLR) que reduce el número de falsos positivos y facilita la selección de genes expresados 
de forma diferencial. El ratio de cambio en este caso se ha expresado como la diferencia entre el nivel de 




 (Fold Change). Los genes aparecen listados en una única categoría 
aunque, atendiendo al tipo de clasificación elegida, alguno de ellos fuese susceptible de aparecer en más 
de una.       
10. La localización intracelular y los niveles de FoxM1 y MEF2 se encuentran regulados 
en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 de manera diferencial 
 En ratones embrionarios, FoxM1 se encuentra asociado al control del ciclo celular y a la 
reparación del ADN en progenitores neurales y su expresión disminuye tras la diferenciación 
(Karsten et al., 2003). FoxM1 modifica los niveles nucleares del inhibidor de ciclinas 
dependientes de quinasas p27
Kip1
 y es esencial para la citocinesis (Zhang et al., 2003; Wang et 
al., 2005). Como ya se había observado en el estudio de los arrays y confirmado posteriormente 
mediante RT-qPCR, en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 a E18,5 los niveles de expresión de FoxM1 se 
encontraban aumentados con respecto al control (FC array= 1,7; FC PCR= 1,2). Para estudiar 
las posibles consecuencias funcionales derivadas del cambio en los niveles de expresión de 
Foxm1, se analizaron extractos proteicos citoplasmáticos y nucleares procedentes de cócleas de 
ratones a distintas edades. A E18,5 los niveles de proteína en el núcleo aumentaban un 154% 
(p˂0,05) en el ratón Igf1-/-, mientras que el componente citoplasmático disminuía un 57% 
(p˃0,005). A P15 los niveles proteicos de FoxM1 aumentaban un 13% en el extracto nuclear de 
la cóclea y en el extracto citoplasmático disminuían un 50% (p˂0,05, figura 26A,B). Los niveles 
de proteína en el citoplasma para p27
Kip1
 aumentaban un 121% (p˂0,05) en el ratón nulo a 
E18,5, mientras que la fracción nuclear disminuía un 27% (p˂0,05). A P15 los niveles en 
citoplasma de p27
Kip1
 se incrementaban un 24% en el ratón Igf1
-/-
 y la fracción nuclear 
disminuía un 58%, aunque las diferencias no eran estadísticamente significativas (figura 
26A,B). Estas diferencias en la localización subcelular de FoxM1 y p27
Kip1
 encontradas en la 
cóclea del ratón Igf1
-/-
 sugerían que FoxM1 podía estar modulando la señalización nuclear de 
p27
Kip1
. Los niveles de expresión relativos de Foxm1 permanecían elevados durante el 
desarrollo y disminuían en estadios posnatales en el ratón Igf1
-/-
 cuando se comparaba frente al 
Igf1
+/+
 (figura 26C). A P15 FoxM1 se localizaba en la estría vascular, el ganglio auditivo y en el 




        
Figura 26. La deficiencia en IGF-1 modula los niveles y la localización intracelular de FoxM1 y 
p27
Kip1
. (A,B) Para detectar la presencia de FoxM1 y p27
Kip1 
mediante western blotting se prepararon 





 a diferentes edades: E18,5 y P15 que se utilizaron en seis o más experimentos 
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diferentes. Como controles de carga se utilizaron β-actina para la fracción citoplasmática e histona H3 
para la nuclear. Las bandas específicas para cada anticuerpo se densitometraron con el software ImageJ y 
los resultados se normalizaron asignando el valor 100 a la fracción citoplasmática de Igf1
+/+
. (C) 
Expresión relativa de FoxM1 en la cóclea del ratón nulo frente al Igf1
+/+
 estimada mediante PCR en 
tiempo real a E15,5, E18,5-P5 y P15-P90. Los datos se presentan como el promedio del log10RQ. (D-M) 
Expresión de FoxM1 en la cóclea de ratones Igf1
+/+
 (D-H) e Igf1
-/-
 (I-M) a P15. La expresión se localizó 
en el ganglio auditivo, la estría vascular y el órgano de Corti (flechas blancas). La significación 
estadística estimada mediante el test de la t de Student fue de: ***p<0,005; **p<0,01; *p<0,05. Las 




, respectivamente. Cit, citoplasma; 
Nuc, núcleo. GA, ganglio auditivo; CCI, células ciliadas internas; OC, órgano de Corti; CCE, células 
ciliadas externas; SM, escala media. Barra de escala: 100 µm (D,I); 20 µm (E,F,J,K) y 20 µm (G,H,L,M). 
 
 Con la finalidad de identificar posibles reguladores transcripcionales comunes en genes 
diana de IGF-1 en la cóclea, se buscaron las regiones promotoras 5’UTR (untranslated región) 
de los genes seleccionados utilizando el programa MEME (http://meme-suite.org/) para la 
identificación de motivos comunes. Se escogieron aquellos que presentaban el p-valor más bajo 
y con el programa TESS (Transcription Element Search System; 
http://www.cbil.upenn.edu/tess) se buscaron sitios de unión a factores de transcripción en 
secuencias de ADN. Por último, se seleccionaron las secuencias consenso con mayor 
probabilidad de sitios de unión. A partir de dos análisis diferentes realizados en genes cuya 
expresión aumentaba en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 se identificó, con una alta probabilidad de 
alineamiento, un posible sitio de unión para el factor de transcripción MEF2. La familia de 
factores de transcripción de MEF2 está compuesta por cuatro isoformas, nombradas de A a D. 
Las proteínas MEF2 se encuentran muy expresadas en el tejido muscular, donde actúan 
regulando el desarrollo del músculo cardiaco y esquelético junto con la diferenciación del 
músculo liso (Black y Olson, 1998). MEF2 también se encuentra fuera del músculo regulando el 
desarrollo del cerebro, sistema inmunológico, vasos sanguíneos y muchos otros tejidos (Dodou 
et al., 1995; revisado en Heidenreich y Linseman, 2004 y Potthoff y Olson, 2007). En células 
musculares los niveles de MEF2 están modulados por IGF-1 que produce un retraso en la 
degradación de MEF2, por la vía del proteosoma dependiente de ubiquitina, permitiendo su 
paso al núcleo (Montessuit et al., 2004). Se ha estudiado la expresión y regulación en la cóclea 
de los miembros de la familia de MEF2 (figura 27). Los estudios de inmunodetección mediante 
western blotting mostraron que tanto los niveles como la localización subcelular de MEF2 se 
encontraba alterada en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 en comparación con el Igf1
+/+
 (figura 27A,B,C). 
A E18,5, los niveles de proteína MEF2A disminuían un 26% en el citoplasma (p˂0,05) y un 
32% (p˂0,01) en el núcleo, mientras que a P15 disminuía un 40% la fracción citoplasmática 
(p˂0,05) y no cambiaba la nuclear (figura 27B). Por otro lado, la expresión de MEF2D en la 
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cóclea del ratón Igf1
-/-
 a E18,5 era similar en el citoplasma y disminuía un 43% en el núcleo 
(p˂0,05). A P15 MEF2D disminuía en ambas fracciones, aunque la bajada sólo fue significativa 
en la fracción citoplasmática (25%, p˂0,01) (figura 27C). Se estudiaron los perfiles de 





PCR en tiempo real desde E15,5 a P90 (figura R18D). Los niveles de expresión de Mef2a y 
Mef2d en la cóclea embrionaria y adulta del ratón Igf1
-/-
 se modificaron a lo largo del tiempo 
según un patrón común a ambos genes, siendo un poco mayor a E15,5 y disminuyendo 
progresivamente con la edad. Por el contrario, los niveles de expresión de Mef2c fueron más 
bajos a todas las edades estudiadas y la proteína MEF2C no pudo ser detectada. Por último, se 







 a los 4 meses de edad y, al igual que en la cóclea, se observó una disminución en la expresión 
de ambos genes en el ratón deficiente (figura 28). 
 En la figura 29 se muestra mediante inmunotinción la localización de MEF2A y 
MEF2D a E18,5 y P15 en la cóclea de ratones de ambos genotipos. A E18,5 MEF2A se 
marcaba claramente en las neuronas del ganglio auditivo, aunque en el ratón Igf1
-/-
 presenta un 
patrón celular más difuso (figura 29A,B,C). A P15 el marcaje de MEF2A era visible en el 
ganglio auditivo (figura 29I,J,K), en las células pilares, células de Deiter y células ciliadas 
internas (figura 29L,M) de ambos genotipos. La expresión de MEF2D se observó en el ganglio 
auditivo y el órgano de Corti a E18,5 (figura 29D,E,F,G,H)  y P15 (figura 29N,O,P,Q). A E18,5 
el marcaje de MEF2D era fuerte y localizado en su mayoría en el citoplasma de las células 
ciliadas en el ratón Igf1
-/-
 (figura 29H), mientras que a P15 la intensidad del marcaje disminuía 
en el ratón nulo (figura 29O,Q) y se hacía más nuclear en las neuronas y células ciliadas internas 
de la cóclea del ratón Igf1
+/+





Figura 27. La deficiencia de IGF-1 modifica los niveles y la localización intracelular de MEF2. 
(A,B,C) Inmunodetección de MEF2A y MEF2D en las fracciones citoplasmática y nuclear de extractos 




 a E18,5 y P15 (n=21, a partir de al 
menos 7 experimentos diferentes). Como controles de carga se utilizaron β-actina para la fracción 
citoplasmática e histona H3 para la nuclear. Para determinar los niveles de expresión media se 
cuantificaron las bandas específicas mediante densitometría con el software ImageJ. Los resultados se 
normalizaron respecto a β-actina e histona y a los datos de la fracción citoplasmática de la cóclea del 
ratón Igf1
+/+
 a E18,5 se les asignó un valor de 100. El resto de datos se presentaron como porcentajes 
referidos a dicho valor y se representaron gráficamente. (D) La expresión de Mef2a, Mef2c y Mef2d se 
midió mediante PCR en tiempo real a E15,5, E18,5-P5, y P15-P90 en la cóclea de ratones Igf1
-/-
 y se 
compararon frente a los controles Igf1
+/+
. Los datos se representan como la media del log10RQ. La 
significación estadística estimada mediante el test de la t de Student fue: ***p<0,005; **p<0,01; *p<0,05. 
Barras azules: ratón Igf1
+/+
; barras rojas: ratón Igf1
-/-





                                   
Figura 28. Determinación mediante RT-qPCR de la expresión génica de Mef2a y Mef2d en los 
núcleos cocleares de ratones deficientes en Igf1. (A,B)Los niveles de expresión de ARNm de Mef2a y 






 de 4 meses de edad. La 
expresión de ambos genes Igf1 disminuyó en el ratón deficiente respecto a los otros dos genotipos. Se 
utilizaron al menos 3 ratones por genotipo en el experimento. Como genes endógenos se utilizaron el gen 
18S (Rn18S) y la hipoxantina fosforribosil transferasa (Hprt1). Los resultados de expresión génica se 
calcularon mediante el método de 2
-ΔΔCt
 y se representan como la media de RQ±ESM. La significación 
estadística se estimó mediante ANOVA y prueba de la t de Student y los resultados se consideraron 










Expresión de MEF2A en la cóclea de ratones Igf1
+/+
 (A,B,I,J,L) e Igf1
-/-
 (C,K,M) a E18,5 (A-C) y P15 (I-
M). A E18,5 MEF2A teñía de forma marcada los núcleos en el ganglio auditivo del ratón Igf1
+/+
 (cabezas 
de flecha en B), mientras que en el ratón Igf1
-/-
 aparecían menos núcleos marcados (cabezas de flecha en 
C) y la tinción parecía más citoplasmática. A P15 el marcaje era similar en las neuronas (J,K), células de 
Deiter, células pilares y células ciliadas internas (L,M) en ambos genotipos. La expresión de MEF2D a 
E18,5 aparecía en el ganglio auditivo (E,F) y en el órgano de Corti (G,H). La expresión de MEF2D era 
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menos nuclear en el ratón Igf1
-/-
 (cabezas de flecha en F que señalan los núcleos no marcados, H) que en 
el Igf1
+/+
 (E,G). A P15, la expresión de MEF2D se observó en el núcleo de las neuronas auditivas (N) y 
en las células ciliadas internas (P,P’) del ratón Igf1+/+, pero no en el ratón nulo(O,Q). GA, ganglio 
auditivo; EV, escala vestibular; EM, escala media; ET, escala timpánica; CCI, células ciliadas internas; 
CCE, células ciliadas externas. Barras de escala: 100 µm (A); 25 µm (B,C,E,F); 75 µm (D); 100 µm (I); 








































1. Estudio del oído interno del ratón deficiente en Igf1 durante el desarrollo tardío.  
 Las mutaciones homocigotas en el gen IGF1 cursan en el hombre con sordera bilateral 
sindrómica, retraso en el crecimiento intrauterino y postnatal, y déficit intelectual (Woods et al., 
1996; Bonapace et al., 2003; Coutinho et al., 2007; Walenkamp et al., 2005 y 2007). Sin 
embargo, en la última mutación homocigota que se ha descrito para este gen, el paciente 
presentaba niveles variables de IGF-1 y su afinidad por el receptor IGF1R sólo se encontraba 
parcialmente disminuida (Netchine et al., 2009). En este caso, como ocurre en las mutaciones 
heterocigotas del gen IGF1, la audición era normal (van Duyvenvoor et al., 2010; Fuqua et al., 
2012). Lo cual hace pensar que niveles bajos de IGF-1 son suficientes para que no haya pérdida 
auditiva pero no para el correcto crecimiento óseo. El ratón deficiente en Igf1 presenta retraso 
en el crecimiento embrionario y postnatal (Liu et al., 1993; Baker et al., 1993) y sordera 
neurosensorial profunda al mes de edad (Cediel et al., 2006). Sin embargo, la deficiencia de 
IGF-1 no produce alteraciones evidentes de la función vestibular en el mismo modelo animal. 
 Para comprender esta diferencia entre los dos componentes funcionales del oído interno 
se estudió su anatomía. En los ratones deficientes en Igf1 de un mes de edad no se aprecian 
diferencias evidentes en el tamaño o forma de la cadena de huesecillos que forman el oído 
medio, aunque a esta edad el peso corporal del ratón Igf1
-/-





, es significativamente menor. Por otra parte, el oído interno del ratón nulo 
presenta una morfología aparentemente normal, pero su tamaño es menor que el del ratón 
Igf1
+/+
. La organización celular, la citoarquitectura de la cóclea no cambia entre los genotipos, 
aunque en el ratón deficiente en Igf1 se observa una reducción de su tamaño. Todos los tipos 
celulares están presenten y estructurados, tanto en la cóclea como en el vestíbulo. Las 
alteraciones encontradas entre genotipos son aparentemente leves, pero el déficit de IGF-1 en el 
ratón durante el desarrollo postnatal temprano altera la mielinización del ganglio auditivo y 
produce un retraso en la maduración de las neuronas auditivas que finalmente mueren por 
apoptosis (Camarero et al., 2001).  
  Al nivel molecular si se aprecian alteraciones importantes lo que correlaciona con la 
pérdida de función, aunque, paradójicamente,  morfológicamente las diferencias en la cóclea 




 sean leves.   La búsqueda de genes posibles dianas del IGF-1 en 





 durante el desarrollo, han permitido identificar numerosos genes que se expresan 
de forma diferencial en la cóclea del ratón Igf1
-/-
. Para profundizar en el conocimiento de las 
acciones de IGF-1 en el oído interno, se ha seleccionado una colección de los anteriores genes y 
se ha seguido una serie de abordajes complementarios para su análisis.  
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 Entre estos genes cuya expresión se encuentra alterada en la cóclea a E18.5, hay algunos 
asociados a defectos sensoriales como Tub, Rp1h y Ush1c. Este último codifica una proteína de 
los estereocilios llamada harmonina y las mutaciones de este gen son las causantes del 
Síndrome de Usher 1C que cursa con sordera y degeneración de retina (Boeda et al., 2002). El 
ratón knock-in del gen Ush1c reproduce en el modelo animal las mismas alteraciones que en el 
hombre. Desde el primer mes de vida, el ratón mutante es sordo y en la histología de la cóclea 
se ha podido observar la desorganización en las filas de células ciliadas y la pérdida de las 
mismas en la base y en la  vuelta media de la cóclea. A la misma edad también es evidente la 
degeneración retiniana con pérdida progresiva de los fotorreceptores a partir de los 6 meses de 
edad (Lentz et al., 2010). Curiosamente, el ratón knock-out de Ush1c presenta sordera desde una 
edad temprana, pero no se han observado alteraciones de la retina hasta los 11 meses de edad 
(Tian et al., 2010). La degeneración de la retina también se asocia a mutaciones en el gen Rp1h 
(Liu et al., 2009) cuyos niveles de expresión se encuentran elevados en el ratón Igf1
-/-
. El ratón 
deficiente en Tub presenta pérdida auditiva progresiva y degeneración de los fotorreceptores 
(Carroll et al., 2004) y recientemente se ha demostrado que Tub es clave en la señalización de la 
insulina y la leptina a nivel hipotalámico y cuya regulación da lugar a efectos importantes en el 
metabolismo (Prada et al., 2013).  
 El aumento de expresión de IGF-1 en la retina del ratón produce importantes 
alteraciones en la vascularización del ojo del ratón y reproduce la mayoría de las alteraciones 
que se producen en la retinopatía diabética en el hombre (Ruberte et al., 2004). Por otra parte, la 
función visual del ratón Igf1
-/- 
es normal hasta los cuatro meses de edad y a partir de ese 
momento se produce una pérdida progresiva de la misma hasta el año de edad, momento en que 
los ratones son prácticamente ciegos. Esta deficiencia visual se desarrolla de forma paralela a la 
disminución de contactos celulares que se producen en la primera sinapsis de la vía auditiva, sin 
que se haya detectado un descenso en el número de células de la retina (datos no mostrados). Al 
contrario de lo que sucede en la función auditiva, la deficiencia de IGF-1 no compromete el 
desarrollo de la retina, aunque sí parece importante para la adecuada vascularización de la 
misma (Calvaruso et al., 1996; Hellstrom et al., 2002). En el bulbo olfatorio el déficit de IGF-1 
también afecta gravemente el desarrollo del mismo (Otaegi et al., 2006), que presenta un 
tamaño reducido y una morfología anormal. Esta variabilidad observada en los efectos del IGF-
1 aun considerando sólo los órganos sensoriales indica que los efectos del factor son específicos 
del órgano afectado. 
 Un gran porcentaje de los genes cuya expresión se encuentra alterada en el ratón nulo 
no habían sido descritos previamente en el oído interno. Entre ellos el gen Fgf15, factor de 
transcripción cuya expresión se encuentra muy aumentada en la etapa embrionaria, decae 
bruscamente en torno al nacimiento y ya no se recupera. El gen Fgf15, ortólogo en ratón del 
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Fgf19 (de pollo y humano), no es capaz de iniciar por si sólo la inducción ótica (Wright et al., 
2004).  En el pollo este gen se expresa durante el desarrollo en el epitelio sensorial y en las 
neuronas de los ganglio auditivo y vestibular (Sánchez-Calderón et al., 2007). Durante el 
periodo embrionario tardío este gen se expresa únicamente en el ratón Igf1
-/-
 y  presenta un 
patrón de expresión muy puntual limitándose a las células interfalángicas y las células del borde 
situadas cerca de las células ciliadas internas en la vuelta basal de la cóclea. Tras el nacimiento 
continúa la expresión, pero ya sin diferencias entre genotipos. Estos datos contribuyen a ampliar 
la información sobre la especificación del destino neural dentro del epitelio sensorial de la 
cóclea.   
 En la cóclea del ratón deficiente en Igf1 se encuentra disminuida la expresión de genes 
como Slc19a2, Slc5a7 y Slc18a3 que se asocian al transporte de distintas moléculas en el 
organismo. Las mutaciones en el transportador de alta afinidad de tiamina (Slc19a2) cursan en 
el hombre con un síndrome caracterizado por diabetes, anemia y sordera neurosensorial. En la 
cóclea este transportador se expresa más en las células ciliadas internas que en las externas 
(Fleming et al., 2001) y su delección en el ratón conduce a una pérdida selectiva de células 
ciliadas internas (Liberman et al., 2006). Un estudio posterior en este mismo modelo animal ha 
demostrado que las células ciliadas internas no son necesaria para la supervivencia de las 
neuronas del ganglio auditivo y ha puesto de manifiesto la importancia de las células de soporte 
del órgano de Corti en la supervivencia neuronal del oído interno adulto (Zilberstein et al., 
2012). En la cóclea embrionaria del ratón deficiente en Igf1 disminuye también la expresión de 
dos transportadores de neurotransmisores que son el trasportador de colina Slc5a7 y el de 
acetilcolina Slc18a3. Ambos se expresan en las células ciliadas del ratón durante el desarrollo 
(Bergeron et al., 2005) y son importantes para el tráfico en las vesículas sinápticas. También 
está disminuida la expresión de Vamp1 que codifica una proteína de membrana de las vesículas 
sinápticas y se expresa en los polos células ciliadas, cerca de la sinapsis aferente y los 
estereocilios (Safieddine y Wenthold, 1999; Safieddine et al., 2002). El hecho de que la menor 
expresión de estos genes pueda afectar la transmisión en dichas vesículas, es coherente con 
observaciones previas de sinapsis anormales en las células ciliadas internas del ratón nulo Igf1 
(Camarero et al., 2001). Por el contrario, aumenta la expresión de Mlc1, que codifica una 
proteína que se localiza en las fibras aferentes de las células ciliadas internas (Teijido et al., 
2007). Todos estos datos sustentan la idea de que IGF-1 es una molécula importante en la 
maduración de las neuronas auditivas y el refinamiento de las conexiones sinápticas en las 
células ciliadas del órgano de Corti. 
 Las alteraciones de la homeostasis y el transporte de iones también se asocian a la 
deficiencia de IGF-1 dado que genes como Kcnd2, Kif17, Kcnmb1 y Cacna1f presentan niveles 
más bajos en la cóclea del ratón nulo. El gen Kcnd2 codifica para el canal de potasio Kv4.2 que 
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se expresa en neuronas que inervan las células ciliadas del apex de la cóclea (Adamson et al., 
2002). Este canal, que se encuentra exclusivamente en dendritas y regula su excitabilidad, es 
transportado desde la célula a las dendritas de las neuronas por Kif17 (Chu et al., 2006; revisado 
por Wong-Riley y Besharse, 2012). El canal de potasio activado por calcio Kcnmb1 se expresa 
en las células ciliadas de la cóclea (Langer et al., 2003), aunque el ratón nulo no presenta un 
fenotipo coclear obvio, ni discapacidad auditiva (Ruttiger et al., 2004). Por el contrario, la 
presencia del canal de calcio Cacna1f no se había descrito anteriormente en la cóclea del ratón, 
aunque ya se conocían mutaciones de este gen en humano que cursan con alteraciones de la 
función visual (las primeras fueron descritas por Strom et al., 1998). El ratón mutante 
condicional del gen Cacna1f presenta alteraciones en la neurotransmisión de la retina con una 
gran pérdida de sinapsis para los fotorreceptores (Mansergh et al., 2005). Además, entre los 
genes diferencialmente regulados en la cóclea del ratón nulo se incluye Cldn18 que codifica una 
proteína de adhesión celular que se expresa en las células marginales de la estría vascular 
(Kitajiri et al., 2004) y el receptor relacionado con estrógeno Esrrb, cuyas mutaciones en el 
hombre cursan con una discapacidad auditiva autosómica recesiva no sindrómica (DFNB35) 
(Collin et al., 2008). Este receptor se expresa en las células marginales de la estría y controla el 
desarrollo de estas células productoras de la endolinfa en la cóclea (Chen y Nathans, 2005). 
Estos datos en su conjunto sugieren que la homeostasis y transporte de iones se encuentran 
afectados en la cóclea del ratón deficiente en Igf1.  
 Entre los defectos encontrados en el ratón deficiente, destacan la pérdida neuronal y las 
alteraciones en el ganglio auditivo. Esto sugiere que el IGF-1 promueve la diferenciación y 
supervivencia neuronal durante el desarrollo prenatal y postnatal temprano. En el estudio de los 
arrays de la cóclea del ratón deficiente en Igf1 se confirmó que factores de trascripción como 
Six6 y Mash1 que regulan la especificación del destino neural se expresaban de forma 
diferencial. Six6 es un miembro de la familia Six/sine oculis que se expresa en la retina, tálamo e 
hipotálamo desde el periodo neonatal hasta la edad adulta (Conte et al., 2005). El ratón 
deficiente en Six6 presenta hipoplasia de la glándula pituitaria y de la retina, a menudo con 
ausencia de quiasma y nervio óptico. Six6 regula la proliferación de células progenitoras durante 
la retinogénesis y el desarrollo de la glándula pituitaria en mamíferos (Li et al., 2002). Mash1 es 
un factor de transcripción proneural de la familia hélix-loop-helix (bHLH), que participa en la 
especificación de los progenitores neurales, promueve la salida del ciclo celular y la migración 
neuronal, y es importante en la especificación final de la identidad neuronal en el cerebro 
(Nakada et al., 2004; Castro et al., 2006). Recientemente se ha descrito que la sobre-expresión 
de Mash1, sólo o junto a NeuroD1, es suficiente para reprogramar células epiteliales no 
sensoriales de la cóclea a neuronas funcionales en etapa embrionaria y postnatal (Nishimura et 
al., 2014). La expresión de Mash1 se localiza en la parte central del nervio auditivo, en la zona 
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de transición de la glía (Knipper et al., 1998), donde Atoh1, otro miembro perteneciente a la 
familia de factores de transcripción de bHLH (Fritzsch et al., 2006), juega un papel fundamental 
en la especificación de las células ciliadas internas y las neuronas auditivas centrales (Maricich 
et al., 2009). Estos datos en conjunto sugieren que los factores de transcripción bHLH son 
claves para la diferenciación y supervivencia de las neuronas de las vías auditivas central y 
periférica. La expresión de Six6 y Mash1 se encuentra aumentada en la cóclea embrionaria del 
ratón Igf1
-/-
. Durante el desarrollo del oído interno en pollo se ha observado que IGF-1 
promueve la diferenciación de los progenitores óticos neuronales a neuronas auditivas maduras 
(Camarero et al., 2003). Estos datos sugieren que durante el desarrollo normal del oído interno 
IGF-1 modula convenientemente la expresión de Six6 y Mash1 para facilitar la diferenciación 
neuronal. 
 El análisis in silico de los promotores de genes que regulados por IGF-1 confirmo que 
factores implicados en la diferenciación neuronal están muy regulados por el IGF-1. Este 
estudio ha puesto de manifiesto la importancia de MEF2 y su modulación por IGF-1 en la 
cóclea. La familia de factores de transcripción MEF2 (Myocyte enhancer factor 2) está 
codificada por cuatro genes Mef2a, b, c y d con diferencias en sus patrones de expresión según 
el tejido o el punto temporal, pero que se expresan conjuntamente a lo largo del desarrollo y en 
el músculo esquelético adulto y otros tejidos (Heidenreich y Linseman, 2004; Potthoff y Olson, 
2007; Neely et al., 2009). Además existen evidencias de que estos factores de transcripción 
pueden actuar de manera no redundante en el músculo esquelético de mamíferos y regular de 
forma individual distintos genes en este tejido (Estrella et al., 2014). IGF-1 interacciona con 
algunos de estos factores para dar diferentes resultados: i) bloquea la degradación de MEF2D 
mediada por caspasas durante la apoptosis neuronal y aumenta la vida media de las neuronas 
(Butts et al., 2003); ii) estimula la activación de MEF2C, factor clave en el desarrollo 
cardiovascular y en la hipertrofia cardiaca, lo que podría conducir a hipertrofia de los 
cardiomiocitos (Muñoz et al., 2009). En ambos tipos celulares IGF-I activa MEF2 al disminuir 
su tasa de degradación y prevenir la traslocación del núcleo al citoplasma (Montessuit et al., 
2004). MEF2 se encuentra implicado en la modulación de la plasticidad sináptica del cerebro de 
los roedores durante el desarrollo y en la edad adulta (Flavell et al., 2006; Rashid et al., 2014). 
 En este tejido, MEF2A y MEF2D se expresan de forma conjunta en casi todas las 
neuronas del cuerpo estriado y la corteza cerebral, pero no en astrocitos. En general, ambos 
factores se localizan en el núcleo de las neuronas, aunque a nivel subcortical también se ha 
observado la expresión citoplasmática  de MEF2A (Neely et al., 2009). En la cóclea del ratón 
deficiente en Igf1 a E18,5 y P15 los factores de transcripción MEF2A y D se localizan 
principalmente en las neuronas del ganglio auditivo. Los niveles nucleares de proteína de 
MEF2A y MEF2B son elevados en ambos casos durante el periodo embrionario y disminuyen 
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en la cóclea del ratón Igf1
-/-
 en desarrollo. De la misma forma, la expresión de los genes Mef2a y 
Mef2d se encuentra aumentada en la cóclea del ratón nulo durante la etapa embrionaria y 
disminuye en la postnatal. Al igual que en la cóclea, la expresión de ambos genes en los núcleos 
cocleares del ratón nulo se encuentra disminuida en la etapa postnatal. Los datos anteriores 
hacen pensar que MEF2A y MEF2D son dianas importantes en la acción de IGF-1 en el oído 
interno y pueden tener un papel fundamental durante el desarrollo de la cóclea. Es la primera 
vez que los factores de transcripción MEF2 han sido descritos en el ganglio auditivo. La 
deficiencia de IGF-1 en los núcleos cocleares se podría asociar a cambios en la regulación 
sináptica de las neuronas auditivas de la vía central, y que son secundarios a la disminución de 
la expresión de MEF2.   
 Ya se ha comentado anteriormente el hecho de que es llamativo que el tamaño de la 
cóclea del ratón deficiente en Igf1 sea prácticamente normal en el momento del nacimiento, si 
tenemos en cuenta las diferencias en el peso corporal y las alteraciones en el crecimiento que 
presentan estos animales. La fase proliferativa coclear finaliza en un estadio en el que podría ser 
la acción del IGF-2 la que mantiene esta etapa. Bien porque sea el factor que de forma natural 
esté actuando, bien porque existan uno o varios mecanismos adicionales de compensación de la 
mutación. El análisis in silico, ya citado, también indicó que la deficiencia de Igf1 en la cóclea 
del ratón aumenta la expresión Foxm1 durante el periodo embrionario y postnatal temprano. 
FoxM1 es un factor de transcripción asociado a proliferación perteneciente a la familia 
Forkhead box y cuyas funciones son críticas en la progresión del ciclo celular y en la mitosis 
(Wang et al, 2005; Laoukili et al, 2007). La expresión de FoxM1 se induce durante la fase G1 
del ciclo celular y se mantiene durante la fase S y la mitosis (Ye et al., 1999). En el ratón se 
expresa durante el desarrollo embrionario y en el adulto sólo en células en proliferación (Korver 
et al., 1997). Una vez concluye la etapa de diferenciación y se produce la salida del ciclo 
celular, la expresión de FoxM1 se extingue (Korver et al., 1997). Su presencia en la cóclea en 
desarrollo no se había descrito previamente. La activación de este factor en la cóclea del ratón 
Igf1
-/-
 se ha confirmado mediante estudio de su localización nuclear a edad embrionaria y 
postnatal y por la inhibición de una de sus dianas de ciclo celular que es el inhibidor de ciclina 
dependiente de quinasa p27
Kip1
. Fox M1 promueve la progresión del ciclo celular mediante 
disminución de la expresión de p27kip1 a través de distintos mecanismos (Wang et al., 2005; 
Petrovic et al., 2007). Por el contrario, la expresión de otros genes implicados en ciclo celular se 
encuentra disminuida en la cóclea embrionaria del ratón deficiente en Igf1. Este es el caso de 
INCENP, proteína del centrómero que, junto con Aurora B, Survivina y Borealina, forma parte 
de un complejo proteico que actúa durante la mitosis a distintos niveles: corrección de errores 
en el anclaje de los cromosomas a los microtúbulos del huso mitótico, activación del mecanismo 
para el correcto ensamblaje del huso y regulación del sistema contráctil que regula la 
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citocinesis. Por tanto, niveles bajos de esta proteína se podrían asociar a una incorrecta 
segregación de los cromosomas (Ruchaud et al., 2007; Carmena et al., 2012). IGF-1 es un factor 
importante en la progresión del ciclo celular y se ha descrito que distintos tipos celulares 
presentes en el ratón Igf1
-/- 
durante el periodo postnatal temprano, incluyendo neuronas 
auditivas, son más pequeños e inmaduros que en el ratón Igf1
+/+
 (Adesanya et al., 1999; 
Camarero et al., 2001 y 2002). Estos datos sugieren que la activación de FoxM1 podría estar 
contribuyendo a compensar el desequilibrio en la progresión del ciclo celular causado por la 
deficiencia de IGF-1. 
 
2. Patrón de expresión espacio-temporal de elementos del sistema IGF en la cóclea 
durante el desarrollo  
 Con el objetivo de comprender mejor que elementos del sistema IGF participan en la 
regulación del desarrollo auditivo, se estudiaron los elementos que lo conforman. Hay 
numerosísimos estudios dedicados a describir los patrones temporales y espaciales del sistema, 
según se detallan en la tabla 2 del anexo. Salvo en el caso de Ins1 e Ins2 cuya expresión está 
restringida al páncreas, la expresión del resto de los genes Igf1, Igf2, Igf1r, Insr, Igfbp1, Igfbp2, 
Igfbp3, Igfbp4, Igfbp5, Igfbp6, Igfbp7, Irs1, Irs2 y Ptpn1 se puede observar en una variedad de 
tejidos y órganos. Como técnicas de detección se han preferido la hibridación in situ y la 
inmunohistoquímica (IHQ), aunque en aquellos casos en los que no había recopilados datos de 
expresión de estas técnicas también se han empleado datos provenientes de experimentos de 
RT-qPCR y Western blotting. 
 El Igf1 y su receptor de alta afinidad Igf1r se expresan en la cóclea de ratón durante el 
desarrollo. A E15,5 Igf1 se localiza en las zonas que darán lugar a la estría vascular, limbo 
espiral y surco externo. A E18,5 continúa en estría vascular y limbo espiral y a P5 su 
localización se restringe a las células marginales de la estría vascular. En el caso de Igf1r, se 
expresa de forma ubicua a E15,5 y E18,5 y a P5 su patrón de expresión se restringe al surco 
espiral interno y a las células de Hensen, Claudius y basales de la estría vascular. De la misma 
forma, un estudio de Okano y colaboradores (2011) localiza la expresión de Igf1 a E13,5; 
E14,5; E16,5 y P0 en la zona de la futura estría vascular. La expresión de Igf2 se superpone 
parcialmente a la de Igf1 y se localiza en el borde lateral del conducto coclear y el mesénquima 
circundante. Igf1r se expresa desde E10,5 en la región ventral del otocisto con un patrón difuso, 
en E13,4; E14,5 y E16,5 se localiza en el conducto coclear y en el ganglio espiral y a P0 se 
restringe al conducto coclear y las células basales de la estría vascular. Los niveles de expresión 
de Igf2 e Igf1r no varían a las tres edades estudiadas (E13,5; E16,5 y P0), mientras que la 
expresión de Igf1 aumenta significativamente entre los distintos puntos temporales. El hecho de 
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que la expresión de Igf2 en la cóclea se superponga a la de Igf1 sugiere una posible 
compensación funcional en los ratones deficientes de Igf1. En un estudio posterior de Okano y 
Kelley (2013) se ha comprobado que las Igfbp2, 3, 4 y 5 se expresan durante el desarrollo 
embrionario en la cóclea con patrones específicos y complementarios. La expresión de cada una 
de ellas aumenta de forma significativa entre E13,5 y P0. Debido al papel principalmente 
modulador de las IGFBP en las vías de señalización del sistema IGF, esto podría sugerir que las 
IGFBP aumentan a la par que el IGF-1 con el fin de regular su presentación a tipos celulares 
concretos, cumpliendo funciones de almacenamiento, etc., que aún no están bien definidas. 
 En resumen, algunos de los elementos más importantes del sistema IGF se expresan en 
la cóclea durante el desarrollo siguiendo unas pautas específicas espacio-temporales. Cuando se 
compararon estos patrones con los que presentan los animales deficientes en Igf1, se obtuvieron 
algunas claves.  Por ejemplo, los niveles de expresión de Igf1r  aumentan tras el nacimiento y 
continúan elevados hasta los tres meses de edad por encima de los de los ratones silvestres. Esto 
en principio podría hacer pensar en una compensación parcial del déficit por un aumento de la 
expresión del receptor de IGF-1. Hipótesis que se confirma porque la fracción fosforilada, 
aunque menor que la del ratón silvestre, se mantiene con el tiempo en lugar de disminuir. 
 Las principales vías de señalización del sistema IGF se ven afectadas por la deficiencia 
de IGF-1 en la cóclea embrionaria, lo que va a suponer una desregulación intracelular. En este 
escenario disminuyen la vía de PI3K-Akt asociada a supervivencia y la de ERK1/2 asociada a 
proliferación y aumentan los niveles de la p38 MAPK que promueve acciones inflamatorias. 
 El estudio de la expresión del sistema en otros órganos indica que las acciones 
proliferativas se mantienen mediante una combinación IGF-2/IGFR1, mientras que las acciones 
en supervivencia no se compensan y el déficit crónico de IGF-1 causa inflamación en todos los 
tejidos estudiados. 
 
3. Estudio del ratón deficiente en Igf1 durante el envejecimiento auditivo  
 IGF-1 tiene un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso y en la 
neurogénesis durante la etapa adulta. Los niveles circulantes de IGF-1 disminuyen con la edad y 
este descenso se ha relacionado con alteraciones cerebrales y cognitivas asociadas a la edad. Las 
mutaciones en el gen IGF1 que producen una disminución de los niveles de IGF-1 y de su 
afinidad por el receptor cursan con sordera neurosensorial (Woods et al., 1996; Bonapace et al., 
2003; Coutinho et al., 2007; Walenkamp et al., 2005 y 2007). Aunque los niveles circulantes de 
IGF-1 disminuyen con la edad, no se ha demostrado que la pérdida de audición asociada al 
envejecimiento esté relacionada con la disminución en los niveles de este factor.  
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 a lo largo de un periodo de doce meses 
desde el nacimiento nos ha permitido comparar los niveles séricos de IGF-1 con el peso 
corporal y la glucemia entre genotipos. El peso corporal de los ratones deficientes en Igf1 se ha 
mantenido significativamente bajo a lo largo de todo el periodo estudiado con respecto a los 
otros dos genotipos, lo cual es consistente con el fallo del crecimiento postnatal ya descrito 





progresivamente entre 1 y 12 meses, manteniéndose siempre más elevados en los ratones Igf1
+/+
 
y no se detectaron en el caso de los ratones deficientes en Igf1.  
 Como ya se ha comentado anteriormente, los ratones Igf1
-/-
 presentan sordera profunda 





 comienzan a perder capacidad auditiva a partir de los 6 meses de 
edad, aunque en los primeros el incremento de los umbrales auditivos entre los 9-12 meses se 
produce antes.  A los doce meses la pérdida auditiva en los dos genotipos es similar a la que 
presenta el ratón deficiente en Igf1. Desde el mes hasta los doce meses de edad, los umbrales 
auditivos del ratón Igf1
+/+
 experimentan una elevación gradual de 30-40 dB SPL, que progresa 
de forma paralela al descenso en sus niveles circulantes de IGF-1. En resumen, el ratón Igf1
-/-
 




  se produce 
un deterioro con la edad. Frente a estos datos que parecen indicar que el IGF-1 es un protector 
del envejecimiento, se ha postulado que una menor actividad del IGF1R y de la vía mTOR tiene 
un efecto protector, puesto que bajas tasas de actividad del IGF1R se asocian con retraso del 
envejecimiento, restricción calórica y aumento de la longevidad en diversas especies, 
incluyendo el ratón y el hombre (Berryman et al., 2008; Narasimhan et al., 2009; Salminen & 
Kaarniranta, 2010; White et al., 2014). En el ratón la restricción calórica aporta cierta protección 
frente a  la presbiacusia y preserva de la degeneración a distintos elementos cocleares tales 
como las células del ganglio auditivo (Someya et al., 2007).  
 A pesar de su temprana aparición, la morfología aberrante coclear del ratón Igf1
-/-
 y el 
fenotipo de perdida neuronal que presenta en torno al mes de edad no progresan durante el 
envejecimiento. No está claro si el fenotipo se debe a un defecto del programa de desarrollo, a 
una degeneración prematura o a ambos, aunque el análisis del transcriptoma de la cóclea del 
ratón deficiente en Igf1 parece indicar más bien un retraso en el desarrollo. Por otro lado, en el 
ganglio coclear del ratón Igf1
+/+
 se produce una pérdida progresiva de neuronas que con la edad 
evoluciona hasta alcanzar una situación similar a la ya descrita para el ratón nulo en su etapa 
neonatal. Estos datos sugieren la posible existencia de una subpoblación de neuronas auditivas, 
dependientes de IGF-1 para su supervivencia o diferenciación final, aunque la mayor parte de 
las neuronas cocleares adultas pueden sobrevivir en ausencia de dicho factor. La pérdida 
neuronal asociada a la edad que se produce en el ganglio auditivo del ratón Igf1
+/+
 durante el 
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envejecimiento sigue un patrón temporal similar al descrito anteriormente para el descenso de 
los niveles de IGF-1 circulantes.  
 La degeneración de la cóclea se ha asociado a la disminución de los niveles de IGF-1 y 
al envejecimiento en otros modelos de pérdida auditiva asociada a la edad (Riva et al., 2007; Ng 




 no se detecta pérdida de células ciliadas a las edades 
estudiadas. Sin embargo, la deficiencia de IGF-1 produce degeneración de la estructura 
encargada de la función metabólica en la cóclea, la estría vascular. Este fenómeno es similar, 
aunque más tardío, al presentado por el ratón Irs2
-/-
 con un fenotipo coclear diabético (Murillo-
Cuesta et al., 2012). La degeneración de la estría vascular es una característica común en la 
fisiopatología de la presbiacusia de numerosas especies (Ohlemiller et al., 2009; Mannstrom et 
al., 2013) y de otras patologías que se asocian a pérdida auditiva como la diabetes mellitus, 
ciertas enfermedades autoinmunes y la hipertensión sistémica (Frisina et al., 2006; Fukushima 




































 El estudio del modelo animal ha permitido observar cómo el descenso de los niveles de 
IGF-1 a lo largo de la vida natural del ratón silvestre va acompañado de un incremento de los 
umbrales auditivos y el estudio de la morfología coclear en este animal muestra una 
disminución de la densidad neuronal del ganglio auditivo que coincide en el tiempo con la 
pérdida auditiva. 
 La deficiencia de IGF-1 a edad temprana altera la función auditiva, pero no la función 





 puedan parecer leves, molecularmente si se han encontrado alteraciones que 
correlacionan con la pérdida de función. 
 
 El estudio de la expresión celular del IGF-1 y de su receptor de alta afinidad durante el 
desarrollo embrionario y postnatal temprano en la cóclea muestra un patrón de expresión 
complementario entre factor y receptor. En la cóclea, los animales deficientes en Igf1 presentan 
una mayor expresión génica del receptor durante los primeros meses de vida que indica que 
podría existir una compensación de la deficiencia crónica del IGF-1 por parte de otros 
elementos del sistema como IGF1R. En otros órganos estudiados el estudio de expresión indica 
que la proliferación se mantiene gracias a la acción combinada de IGF-2 e IGF1R. 
 
 La búsqueda de posibles dianas del IGF-1 en la cóclea mediante arrays y el posterior 
análisis de la expresión génica durante el desarrollo han permitido identificar numerosos genes 
que se expresan de forma diferencial en la cóclea del ratón Igf1
-/-
: 
Se describen por primera vez los factores de transcripción MEF2, moduladores de la plasticidad 
sináptica, en el ganglio auditivo del ratón.  
Se ha estudiado la posible modulación por parte de IGF-I durante el desarrollo normal del oído 
de los factores de transcripción Six6 y Mash1 para facilitar la diferenciación neuronal. 
Se ha estudiado la expresión de FoxM1 en la cóclea del ratón deficiente en Igf1 cuya activación 
podría estar contribuyendo a compensar el desequilibrio en la progresión del ciclo celular 
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Función Expresión en el oído interno 
Proteínas de unión a calcio 
S100g (S100 
calcium binding 
protein G)  
-4,1 -1,4 
Proteína de unión a calcio. La 
familia S100 participa en el 
ensamblaje de microtúbulos, 
extensión de neuritas, progresión 
del ciclo celular y proliferación 
celular. 
Las proteínas S100 se 
expresan en estructuras del 
oído interno de muchas 
especies, incluyendo hombre, 
mono, rata y ratón (Coppens 
et al., 2001). 




Proteína integral de membrana que 
forma filamentos de unión en las 
células epiteliales. 
En ratones adultos, la proteína 
se encuentra en el órgano de 
Corti, las células marginales 
de la estría vascular, 
membrana Reissner, limbo 
espiral y epitelio sensorial  






homolog 1) [Ascl1, 
Hash1] 
2,9 2,4 
Factor de transcripción bHLH. 
Participa en el desarrollo y 
diferenciación neural en la mayoría 
de las regiones del SNC y algunas 
del SNP. Familia altamente 
conservada en la evolución que  
está implicada en la diferenciación 
de las células ciliadas (Atoh1) y en 
la diferenciación de las neuronas 
sensoriales (Neurog1 y Neurod1)  
(Fritzsch et al., 2006).  
nf 
Resistencia a insulina 
Retnla (Resistin 
like alpha) [Fizz1] 
-4,7 -2,3 
Citoquina con efectos mitogénicos, 
angiogénicos y vasoconstrictores. 
nf 






Canales de calcio sensibles a 
voltaje. El gen Cacna1f codifica la 
proteína Cav1.4. El ratón mutante 
de Cacnaf1 presenta alteraciones en 
la función visual y en la retina con 
una gran pérdida de sinapsis de 







member 2) [Kv4.2] 
-1,3 -1,0 
Es transportado por Kif17 (Chu et 
al., 2006). 
El gen Kv4.2 y su proteína se 
expresan en las células 
ciliadas de pollo a P15 
(Sokolowski et al., 2004). En 
el ratón, las neuronas del apex 
expresan mas canales Kv4.2, 
mientras que las de la base 
tienen mayores niveles de 
canales K(Ca), Kv1.1 y Kv3.1 

















M, beta member 1) 
[BKb1] 
-1,1 nd 
Canales voltaje-activados por K
+
 
(BK). Son importantes en los 
potenciales de receptor de las 
células ciliadas de la cóclea. 
Los BK, constituidos por una 
subunidad α y una β, son 
importantes en el proceso de 
transducción de señales de las 
CCI. Los ratones BKbeta1
-/-
 
no presentan alteraciones en 
la función auditiva ni en la 
estructura coclear, mientras 
que los BKalfa
-/-
 si (Langer et 





hy with subcortical 
cysts 1 homolog -
human) 
1,3 nd 
Proteína de membrana de función 
desconocida y con baja homología 
a los canales de potasio. Mlc1 es el 
primer gen responsable de la  
leucoencefalopatia megalencefalia 
con quistes subcorticales, Esta 
enfermedad pediátrica es un 
trastorno  neurológico  autosómico 
recesivo caracterizado por 
macrocefalia, deterioro de las 
funciones motoras, ataxia 
cerebelosa y deterioro mental. 
En el ratón, MLC1 tiene una 
localización postsináptica en 
las CCI y sus fibras aferentes 
(co-localización con 
calretinina). MLC1 se expresa 
en el GA, aunque pocas 
células son positivas al 
marcaje (Teijido et al., 2007). 
También se localiza en otros 







Pertenece a la familia de la 
lipoxigenasas. 
Su expresión está aumentada 
en las células del órgano de 
Corti de ratones tratados con 
cisplatino (Previati et al., 
2000). 
Transporte de neurotransmisores y metabolismo 
Slc5a7 (solute 
carrier family 5, 
member 7) [Cht1]  
-2,2 nd 
Transportador de colina de alta 
afinidad implicado en la síntesis de 
la acetilcolina. 
Slc5a7 se expresa en 
terminales eferentes de las 
células ciliadas de roedores 
durante el desarrollo 
(Bergeron et al., 2005). 
Slc18a3 (solute 
carrier family 18, 
member 3) [VAT; 
VAChT] 
-1,7 nd 
Participa en el transporte de 
acetilcolina en las vesículas 
sinápticas. 
En rata y ratón, se expresa en 
los terminales eferentes de las 
células ciliadas durante el 
desarrollo (Bergeron et al., 
2005). 
Desarrollo de órganos  
Fgf15 (Fibroblast 
growth factor 15)  
3,6 1,0 
Factor de crecimiento. Ortólogo en 
ratón del gen FGF19 en el hombre. 
Durante el periodo embrionario 
regula la división celular y sus 
patrones en regiones específicas del 
cerebro, médula espinal y órganos 
sensoriales. Es un inductor de la 
placoda ótica (Ladher et al., 2000). 
En el pollo se expresa  
durante desarrollo en el 
epitelio sensorial y las 
neuronas del ganglio coclear y 
vestibular (Sánchez-Calderón 











Función Expresión en el oído interno 
Percepción de sonido y luz 
Six6 (sine oculis-
related homeobox 6 
homolog) 
2,9 5,8 
Factor de transcripción. Participa en 
el desarrollo del ojo. Six6 regula la 
proliferación actuando sobre 
inhibidores de quinasa dependientes 





alteraciones en el desarrollo 
temprano del oído interno y 
malformaciones en el oído 
externo, medio e interno 
(Zheng et al., 2003). 
La sobre-expresión de este 
gen se ha utilizado  para 
reprogramar células 
epiteliales no sensoriales de la 
cóclea a neuronas funcionales 




Regulador de la transcripción unido 
a la membrana que se transporta al 
núcleo en respuesta a la activación 
de la proteína G dependiente de la 
hidrólisis del fosfoinositol. 
El ratón mutante homocigoto 
de Tubby (tub/tub) presenta 
pérdida auditiva progresiva de 
inicio precoz y degeneración 
de los fotorreceptores (Carroll 
et al., 2004). Tub es un 
regulador de la señalización 
de leptina e insulina a nivel 
hipotalámico con importantes 
efectos en el metabolismo 





Proteína específica del 
fotorreceptor. Las mutaciones de 
RP1 en humanos son una causa 
común de  retinitis pigmentosa. El 
síndrome de Usher en el hombre es 
una condición hereditaria 
caracterizada por el deterioro 








Proteína de los estereocilios. Junto 
con la cadherina 23 y la miosina 
VIIA, es importante para que se 
formen estereocilios plenamente 
funcionales. Las mutaciones en el 
gen de la harmonina causan 
Síndrome de  Usher  tipo I y 
subtipo C, caracterizado por el 
deterioro  auditivo y retinitis 
(Boeda et al., 2002). 
Los estereocilios de las 
células ciliadas expresan 
harmonina en el hombre y en 
el ratón (Boeda et al., 2002). 
El modelo de ratón knock-in 
para Ush1c reproduce el 
síndrome de enfermedad 
humana con sordera y 
degeneración retiniana (Lentz 





Factor de transcripción. ROR-beta 
es un receptor nuclear huérfano, 
que forma una subfamilia con los 
receptores nucleares ROR-alfa. Los 
ratones Rorb
-/-
 son ciegos, aunque 
su ritmo circadiano de actividad 
sigue influido por ciclos de luz-
oscuridad (Andre et al., 1998). 
nf 






Proteína de unión al factor de 












Función Expresión en el oído interno 
Transporte de vesículas 
Kif17 (Kinesin 
family member 17) 
-2,9 -0,9 
Proteína motora. Transporta 
vesículas que contienen receptores 
NR2B y los canales  Kv4.2  a lo 
largo de los microtúbulos desde la 
célula a las dendritas de las 
neuronas (Chu et al., 2006, Wong-







Proteína de membrana. Involucrada 
en la fusión de las vesículas de 
transporte a su membrana.  
Vamp1 se encuentra en las 
células ciliadas del órgano de 
Corti de algunos roedores 
concentradas principalmente 
en los dos polos celulares 
(base-sinapsis aferente y 
apex-estereocilios) 
(Safieddine y Wenthold, 
1999;Safieddine et al., 2002 ). 
Transporte de vitaminas 
Slc19a2 (solute 
carrier family 19, 
member 2) 
-1,4 -0,7 
Transportador de alta afinidad de 
tiamina. Las mutaciones Slc19a2 
conducen a un síndrome clínico 
conocido como anemia 
megaloblástica sensible a tiamina y 
caracterizado por anemia, diabetes 
e hipoacusia neurosensorial. 
Expresión selectiva en las 
células ciliadas internas, que 
desaparece en el ratón 
Slc19a2
-/-
 (Fleming et al., 
2001; Liberman et al., 2006). 
Metabolismo de xenobióticos 
Akr1c13 (Aldo-
keto reductase 
family 1, member 
C13) 
3,1 1,3 
Reductasa. Cataliza la reducción de 
los derivados del ácido glucónico. 
Akr1c1  se relaciona con 
pérdida auditiva progresiva 
asociada a la edad en la cóclea 
de ratones nulos sh2/sh2 
(Gong et al., 2006). 






Receptores nucleares huérfanos. 
Estrechamente relacionados con los 
receptores de estrógeno. Estos 
receptores huérfanos se unen a 
ligandos  habituales de la respuesta 
a estrógeno interfiriendo así en la 
ruta de señalización de los 
receptores de estrógeno.  
Se expresa y controla el 
desarrollo de las células 
productoras de la endolinfa 
del oído interno. Las 
mutaciones del Esrrb 
conducen a una hipoacusia no 
sindrómica autosómica 
recesiva -DFNB35- (Chen y 
Nathans, 2007; Collin et al., 
2008).  






Enzima con actividad doble ATP 
sulfurilasa y APS quinasa. En los 
mamíferos, el PAP es la única 
fuente de sulfato; APS parece ser 
sólo un intermediario en la vía de 
activación del sulfato. Puede tener 
un papel importante en la 
formación del esqueleto durante el 
crecimiento postnatal. 
It is expressed in the otic 
vesicle at E12.5 in the mouse 
Se expresa en la vesícula ótica 












Función Expresión en el oído interno 
Respuesta a estrés 
Hspb1 (heat shock 
protein 1) [Hsp27] 
-1,1 nd 
Chaperona molecular inducible por 
estrés y reguladora de la 
polimerización de la actina. 
En la rata, Hsp27 se localiza 
en las células ciliadas 
externas, algunos tipos de 
fibroblastos, limbo espiral y 
membrana de Reissner. La 
presencia de Hsp27 en 
fibroblastos ricos en actina y 
en las células ciliadas externas 
sugiere un papel crucial en la 
regulación y el mantenimiento 
del citoesqueleto de actina en 
esas células. Niveles 
constitutivos elevados de 
Hsp27 pueden proporcionar 
un mecanismo para la 
protección de estas células 
contra el estrés ambientales 
(Leonova et al., 2002). 




El receptor de la insulina es un 
tetrámero constituido por dos 
subunidades  α y otras dos 2 β. Las 
subunidades α y β son codificadas 
por un único gen y se unen por 
enlaces disulfuro. 
En xenopus la expresión de 
Insr está restringida a las 
regiones de origen 
ectodérmico y mesodérmico, 
en particular al encéfalo, 
vesículas óticas,  vesículas 
ópticas, somitas y pronefros 
(Groigno et al., 1999). 




protein kinase IV) 
-1,3 nd 
La vía de señalización de CaMKIV-
CREB es crucial para la función y 
diferenciación de los osteoclastos. 
En el jerbo adulto, se ha visto 
expresión de Camk4 en los 
bordes laterales de las CCE 
(Koyama et al., 1995)  y en el 
ganglio espiral (Bok et al., 
2007). 
Respuesta inmune / respuesta inflamatoria 
Ccl11 (small 
chemokine (C-C 
motif) ligand 11) 
[Scya11; eotaxin] 
-1,5 nd 
Quimioquina. En respuesta a la 
presencia de alérgenos, esta 
proteína promueve directamente la 
acumulación de eosinófilos (una 
característica prominente de las 
reacciones inflamatorias alérgicas), 
pero no de linfocitos, macrófagos o 
neutrófilos. 
En la  otitis media eosinofilica  
algunas quimioquinas, como 
eotaxina, se producen en el 
oído medio  (Iino et al., 
2005). 
Il13ra1 (interleukin 
13 receptor, alpha 
1) 
1,9 nd 
Actividad del receptor de citoquina. 
Junto con IL4R-α forman un 
receptor funcional para IL13 y IL4 
y puede que esta sea la ruta 
principal por la cual las células no 





Tabla 1. Genes expresados de forma diferencial en la cóclea del ratón deficiente en Igf1 
clasificados en función a sus procesos biológicos asociados determinados por Gene Ontology (GO). 
Los genes se seleccionaron siguiendo distintos criterios: i) su expresión en oído interno; ii) relación con 
sordera; iii) función biológica asociada determinada mediante los programas PHANTER y FatiGO y iv) 




 calculado mediante el 
software multi-mgMOS. Abreviaturas: nd, no determinado mediante RT-qPCR; nf, no descrito 
previamente en la literatura. 
1
 Fold change, dato procedente de los arrays de cóclea.  
2 










Función Expresión en el oído interno 




Hemoproteína lisosomal localizada 
en los gránulos azurófilos de los 
leucocitos polimorfonucleares y 
monocitos. En respuesta a la 
estimulación, MPO se activa en 
forma de un intermediario 
transitorio con potentes propiedades 
oxidantes antimicrobianas 
(Goedken et al., 2007). 
Tras tres días de aplicación de 
cisplatino, se pudo detectar  
MPO  en la pared lateral, el 
órgano de Corti y células del 
epitelio sensorial. Estos 
resultados sugieren que MPO 
y las especies reactivas de 
oxígeno están implicadas en 
la disfunción del oído interno 
después de la aplicación de 
cisplatino (Watanabe y Yabi, 
2000). 




Factor de transcripción. FoxM1 es 
importante en la regulación del 
ciclo celular y en la reparación del 
daño del ADN  (Wang et al., 2005; 










Factor de transcripción. La función 
específica de este gen aún no ha 
sido determinada, aunque se 
expresa durante el desarrollo del 
telencéfalo promoviendo la 
proliferación de progenitores y 
suprimiendo la neurogénesis 
prematura. 
Foxg1 se expresa en la 
mayoría de los tipos celulares 
del oído interno del ratón 
adulto. Los mutantes de 
Foxg1 en el ratón presentan  
defectos morfológicos e 
histológicos en el oído 
interno, entre ellos 
acortamiento de la cóclea y 
defectos en la inervación en 
inervación coclear y 





INCENP es una proteína del 
centrómero y forma parte de un 
complejo proteico regulador 
importante de la segregación 
cromosómica y la citocinesis. 
INCENP interactúa con los otros 
tres miembros del complejo, Aurora 
B, Survivina y Borealina (Ruchaud 





















(Harding et al. 
2011) 
E11,5 
Cerebro, cerebelo y futura 
médula espinal 
Detectado Disperso In situ 




masculino, vejiga primaria, 





(Harding et al. 
2011) 




and Kelley 2011) 
E14,5 














Glándula adrenal, vejiga, 
Sistema cardiovascular, 
vasos sanguíneos, pulmón 
metanefros, esófago, 
estómago, retina, oído 
medio, cerebelo, bulbo 
raquídeo y médula espinal 
Fuerte Restringido In situ 
(Visel, Thaller, 
and Eichele 2004) 
Diencéfalo, corazón, 
páncreas, lengua, laringe, 
uretra, oído interno, 
diencéfalo e hipotálamo 
Débil Restringido In situ 
E15,5 Oído interno Detectado Restringido 
In situ; 
RT-qPCR 
Memoria de tesis 
de L. Rodríguez 
de la Rosa 
E15,5 
Retina, cerebelo, 
hipotálamo, neocórtex y 
médula espinal 
Detectado Restringido In situ 






(Harding et al. 
2011) 
E16,5 

















E18,5 Oído interno Detectado Restringido 
In situ; 
RT-qPCR 
Memoria de tesis 
de L. Rodríguez 
de la Rosa 





























Plexo coroideo Detectado  
Western 
blotting 
(Salehi et al. 
2009) 




and Kelley 2011) 
P5 Oído interno Detectado Restringido 
In situ; 
RT-qPCR 
Memoria de tesis 
de L. Rodríguez 
de la Rosa 
P7 
Retina, córtex cerebral, 
plexo coroideo, hipotálamo, 
hipocampo, meninges, 
tálamo y médula espinal 
Detectado Restringido 
In situ 
(Magdaleno et al. 
2006) 




Retina, tronco cerebral, 
cortex cerebral, cerebelo, 
plexo coroidal, meninges, 
tálamo y bulbo olfatorio 










(Lee, Pintar, and 
Efstratiadis 1990) 
E6,5-E7 
Ectodermo y exodermo 
extraembrionario, 
endodermo parietal, cono 
ectoplacentario, 
trofoectodermo mural y 








mesénquima del saco 
vitelino y de la cabeza, 







Membrana alantoides, cono 
ectoplacentario, 







mesénquima del saco 

























Bolsa de Rathke Fuerte Restringido In situ 
(Holley, Hall, and 
Mellon 2002) 
E11,5 




(Shimogori et al. 
2010) 
Telencéfalo Fuerte Disperso In situ 
E12,5 






ganglionar e hipotálamo 
Fuerte Disperso In situ 
Ojo, mesénquima de la 
cabeza, extremidades, bolsa 
de Rathke y mesénquima 
Detectado Restringido In situ 
(Conover et al. 
2004; Holley, 




Cho, and Cepko 
2009) 
E13,5 




and Kelley 2011) 
Pulmón, bulbo raquídeo, 






(Davies et al. 
2002) 
E14 






(Lee, Pintar, and 
Efstratiadis 1990) 
E14,5 
Gonadas y retina Detectado Restringido In situ 
(Rowan et al. 
2004; Thut et al. 
2001; Wertz and 
Herrmann 2000) 




(Shimogori et al. 
2010) 
Sistema reproductor, 
sistema urinario, lengua, 
mesénquima, médula 
espinal, plexo coroideo, 
diencéfalo y glándula 
pituitaria 
Fuerte Restringido In situ 
(Diez-Roux et al. 
2011; Holley, 




Meninges Fuerte Ubicuo In situ 
(Visel, Thaller, 
and Eichele 2004) 
Cerebro, neocortex, colículo 
superior, telencéfalo y 
tálamo 





(Diez-Roux et al. 
2011) 




primordio de hueso facial, 
intestino, hígado, pulmón, 
laringe, faringe, nariz, ojo, 
hipocampo, hipotálamo, 
colículo inferior, bulbo 
raquídeo y médula espinal 
Moderado Restringido In situ 
(Visel, Thaller, 
















and Kelley 2011) 




(Shimogori et al. 
2010) Diencéfalo, córtex cerebral 
y tálamo 
Fuerte Disperso In situ 
Ojo, nervio óptico y 
esclerótica 
Detectado Restringido In situ 
(Thut et al. 2001; 
Trimarchi, Cho, 
and Cepko 2009) 
E17,5 Retina Detectado Restringido In situ 
(Rowan et al. 
2004) 
E18,5 




and Kelley 2011) 
Hígado, paladar, músculo 






(Smith et al. 
2000; Thut et al. 
2001) 
P2 Esclerótica Detectado 
No 
especificado 
In situ (Thut et al. 2001) 





(Blackshaw et al. 
2004) 




and Kelley 2011) 
P0-P10 Retina Detectado Restringido In situ 
(Blackshaw et al. 
2004) 
Ins1 



















Kedees et al. 
2007) 
E11,5 Primordio del páncreas Detectado 
No 
especificado 
IHQ (Deltour et al. 
1993; Prasadan et 
al. 2011) E12,5 Páncreas Detectado Restringido IHQ 












(Prasadan et al. 
2011) 




(Hoffman et al. 
2008) 





Yassin, and Serup 
















(Asayesh et al. 
2005; Prasadan et 
al. 2011; 
Pulkkinen et al. 
2003; 
Schwitzgebel et 
al. 2000; Soyer et 
al. 2010) 




(Sumazaki et al. 
2004) 
E16,5 
Páncreas Detectado Restringido In situ 






(Joglekar et al. 
2007) 
E17,5 Páncreas Detectado Restringido IHQ 
(Asayesh et al. 
2005; Bhushan et 
al. 2001; Joglekar 
et al. 2007; 








Yassin, and Serup 
2006; Lioubinski 
et al. 2003; 
Prasadan et al. 
2011; Pulkkinen 
et al. 2003; 
Schwitzgebel et 
al. 2000) 
Islotes de Langerhans Detectado Restringido IHQ 
(Goto et al. 2007; 
Kawahira et al. 
2003) 
E19 








Yassin, and Serup 
2006) 
P1 





(Joglekar et al. 






(Asayesh et al. 
2005; Kedees et 
al. 2007) 




(Nammo et al. 
2008) 
Postnatal Islotes de Langerhans Detectado Restringido IHQ 








(Soyer et al. 
2010) 
Pancreas e islotes de 
Langerhans 
Detectado Restringido In situ 



























(Kedees et al. 
2007; Yamamoto 
et al. 2013) 
Postnatal 
6 meses 























Deltour et al. 
1993) 







Kedees et al. 
2007) 




(Kedees et al. 
2007) 






(Deltour et al. 
1993; Prasadan et 
al. 2011) 
E12,5 






Páncreas Detectado Restringido IHQ 
(Asayesh et al. 
















(Prasadan et al. 
2011) 




(Hoffman et al. 
2008) 





Yassin, and Serup 
2006; Kedees et 
al. 2007) 























(Sumazaki et al. 
2004) 
E15,5 











(Asayesh et al. 
2005; Joglekar et 
al. 2007; Prasadan 
et al. 2011; 
Pulkkinen et al. 
2003; 
Schwitzgebel et 
al. 2000; Soyer et 
al. 2010) 
E16,5 
Páncreas Detectado Restringido In situ 






(Joglekar et al. 
2007) 
E17,5 Páncreas Detectado Restringido IHQ 
(Asayesh et al. 
2005; Bhushan et 
al. 2001; Nammo 







Yassin, and Serup 
2006; Lioubinski 
et al. 2003; 
Prasadan et al. 
2011; Pulkkinen 
et al. 2003; 
Schwitzgebel et 
al. 2000) 
Islotes de Langerhans Detectado Restringido IHQ 
(Goto et al. 2007; 
Kawahira et al. 
2003) 
Islotes de Langerhans Detectado Restringido IHQ 
(Dichmann, 
Yassin, and Serup 
2006) 
P1 





(Joglekar et al. 






(Asayesh et al. 
2005; Kedees et 
al. 2007) 
Postnatal Islotes de Langerhans Detectado Restringido IHQ 
(Thorens et al. 
2015) 
























Soyer et al. 2010) 
Páncreas e islotes de 
Langerhans 
Detectado Restringido In situ 






(Asayesh et al. 
2005; Lioubinski 
















(Kedees et al. 
2007; Yamamoto 
et al. 2013) 
Postnatal 
6 meses 








Estadio de mórula y 
blastocisto 
Detectado   RT-qPCR 
(Rappolee et al. 
1992) 
E4,5 Estadio de blastocisto Detectado  RT-qPCR (Telford et al. 
1990) 
E7,5 Decidua Detectado  RT-qPCR 
E7,5-
E9,5 
Embrión Detectado  RT-qPCR 
(Lopez-Garcia et 
al. 2008; 
Rappolee et al. 
1992; Telford et 
al. 1990) 
E11,5 
Tercera bolsa branquial Detectado  RT-qPCR 
(Sultana et al. 
2009) 
Pulmón Detectado  RT-qPCR 





(E12,5) y mandíbula 
(E13,5-E14,5) 




E13,5 Oído interno Detectado Restringido 
In situ  
RT-qPCR 
(Okano, Xuan, 
and Kelley 2011) 
E15,5 Oído interno Detectado Restringido 
In situ  
RT-qPCR 
Memoria de tesis 
de L. Rodríguez 
de la Rosa 
E15,5-
E18,5 




E16,5 Oído interno Detectado Restringido 
In situ  
RT-qPCR 
(Okano, Xuan, 
and Kelley 2011) 
E18,5 Pulmón Detectado  RT-qPCR 
(Moreno-Barriuso 
et al. 2006) 
P0 Oído interno Detectado Restringido 
In situ  
RT-qPCR 
(Okano, Xuan, 













Oído interno Detectado Restringido 
In situ  
RT-qPCR 
Memoria de tesis 
de L. Rodríguez 
de la Rosa 
Postnatal 
temprano 







Colon ascendente y 
descendente, vejiga, 
metanefros, cervix uterino, 
testículos, epidídimo, 
esófago, ileon, duodeno, 
yeyuno, fémur, glándula 
mamaria, pulmón, ojo, 
hipófisis, bulbo olfatorio, 
cerebro, cerebelo, córtex e 
hipocampo 
Detectado  RT-qPCR 





Estadio de blastocisto Detectado  RT-qPCR 
(Rappolee et al. 




Embrión; decidua (E7,5) Detectado  RT-qPCR 
(Telford et al. 
1990) 
E14,5 Glándula adrenal Débil Restringido In situ 







Hígado Detectado  RT-qPCR 




Lóbulo hepático derecho Moderada 
Restringido In situ 
(Diez-Roux et al. 
2011) Lóbulo hepático izquierdo Fuerte 
Igfbp2 
E11,5 
Mesencéfalo Fuerte Restringido In situ 
(Magdaleno et al. 
2006) 
Diencéfalo, telencéfalo, 














(Shimogori et al. 
2010) 
E12,5 
Capa ventricular del córtex, 





(Shimogori et al. 






















(Harding et al. 
2011) 
Mesonefros, metanefros, 







(Combes et al. 













Capa ventricular del córtex, 





(Shimogori et al. 
2010) 
E15,5 
Retina, cerebelo, eminencia 
ganglionar, cerebro, 
neocórtex, hipotálamo, 
bulbo olfatorio y médula 
espinal 
Detectado Restringido In situ 
(Magdaleno et al. 
2006) 
E16,5 






















In situ (Thut et al. 2001) 
P7 
Meninges, plexo coroideo y 
bulbo olfatorio 
Fuerte Restringido In situ 
(Magdaleno et al. 
2006) 
Amígdala, cortex cerebral, 
hipocampo e hipotálamo 
Detectado Generalizado In situ 
Retina, tronco del encéfalo, 
cerebelo, mesencéfalo, 
tálamo y médula espinal 
Detectado Restringido In situ 
P42 
Meninges y plexo coroideo Fuerte Restringido In situ 
Amígdala, tronco del 
encéfalo, córtex cerebral, 
hipocampo, bulbo olfatorio, 
tálamo, hipotálamo y 
médula espinal 
Detectado Generalizado In situ 








(Tamplin et al. 
2008) 
E13 






(Easterday et al. 
2003) 
























(Easterday et al. 
2003) 
Telencéfalo Restringido 


























especificado In situ 
(Williams et al. 
2005) 
Mano Restringido 
















































(Sherwood et al. 
2007) 
E11,5 
Diencéfalo y futura médula 
espinal 
Fuerte Restringido In situ 
(Magdaleno et al. 
2006) 
Diencéfalo, mesencéfalo, 
telencéfalo y cerebelo 
Detectado Restringido In situ 
(Magdaleno et al. 
2006; Shimogori 
et al. 2010) 






(Shimogori et al. 
2010) 
E12,5 
Hipotálamo y epitelio de la 
retina 
Detectado Restringido In situ 
(Shimogori et al. 
2010; Trimarchi, 
Cho, and Cepko 
2009) 







Capa ventricular de 





(Shimogori et al. 
2010) 





Mesénquima pancreático y 
glándula pituitaria 
Fuerte Restringido In situ 
(Hoffman et al. 
2008) 
Hipotálamo Detectado Restringido In situ 
(Shimogori et al. 
2010) 
Cerebro, cerebelo y capa 





(Jensen et al. 
2004; Kawaguchi 
et al. 2008; 
Machold, Klein, 
and Fishell 2011) 
E15,5 
Bulbo olfatorio y médula 
espinal 
Fuerte Restringido In situ 




mesencéfalo y neocórtex 












Capa nuclear de la retina e 
hipotálamo 
Detectado Restringido In situ 
(Shimogori et al. 
2010; Trimarchi, 






(Jensen et al. 
2004; Shimogori 
et al. 2010; 
Trimarchi, Cho, 
and Cepko 2009) 
Capa ventricular de 






(Shimogori et al. 
2010) 







renal y arteriolas del 
corpúsculo renal 
Detectado Restringido In situ 
(Holley, Hall, and 
Mellon 2002; 
Takemoto et al. 
2006) 










and Cepko 2009) 
P7 
Tronco del encéfalo, 
cerebelo, córtex cerebral, 
meninges y bulbo olfatorio 
Fuerte Restringido In situ 
(Magdaleno et al. 
2006) 
Meninges, plexo coroideo y 
bulbo olfatorio 
Fuerte Restringido In situ 
Retina y amígdala, plexo 
coroideo, córtex  cerebral, 
hipocampo,  hipotálamo, 
tálamo, mesencéfalo y 
médula espinal 
Detectado Generalizado In situ 
Retina, tronco del encéfalo, 
cerebelo, mesencéfalo, 
tálamo y médula espinal 
Detectado Restringido In situ 
P42 
Tronco del encéfalo, 
cerebelo, hipocampo, 
meninges y bulbo olfatorio 
Fuerte Restringido In situ 
Amígdala, córtex cerebral, 
hipotálamo, tálamo, 
mesencéfalo y médula 
espinal 
Detectado Generalizado In situ 

















(Lipinski et al. 
2005) 
Mesénquima del seno 
urogenital 
Detectado Difuso IHQ 
P1 






Glándula prostática Detectado Restringido IHQ 
Mesénquima de la glándula 
prostática 
Detectado Difuso IHQ 
P5 
Glándula prostática Fuerte Restringido IHQ 






Estroma de la glándula 
prostática 
Detectado Difuso IHQ 
Postnatal 
(adulto) 

























Tejido adiposo, glándula 
adrenal, colon ascendente y 
descendente, vejiga, 
metanefros, epidídimo, 
cérvix uterino, ovario, 
glándula mamaria, placenta, 
vesícula biliar, hígado, 
bazo, estómago, duodeno, 
ileon, yeyuno, esófago, 
lengua, corazón, pulmón, 
fémur, ojo, timo, cerebro, 
cerebelo, córtex cerebral, 
hipocampo, bulbo raquídeo 
y médula espinal 
Detectado  RT-qPCR 
Irs2 
E14,5 




(Diez-Roux et al. 
2011) 
Dígitos del miembro 
posterior, incisivo de la 
mandíbula inferior y 
superior, molar de la 
mandíbula superior, labio 
inferior y superior, corteza 
renal y primordio del timo 
Moderado Restringido In situ 
Incisivo de la mandíbula 
superior, molar de la 
mandíbula inferior, corteza 
renal, primordio del timo, 
capa ventricular de 
diencéfalo, mesencéfalo y 
telencéfalo 













Metanefros Detectado  RT-qPCR (Vats et al. 2006) 
Ptpn1 
E13 Sistema nervioso central Detectado  RT-qPCR 
(Tagawa et al. 
1994) 
E13 Mesencéfalo Detectado  
Western 
Blotting 











Tabla 2. Tabla de expresión de elementos del sistema IGF en diferentes tejidos de ratón y edades. 
En la tabla se ha listado la expresión de los siguientes genes: Igf1, Igf2, Ins1, Ins2, Igf1r, Insr, Igfbp1, 
Igfbp2, Igfbp3, Igfbp4, Igfbp5, Igfbp6, Igfbp7, Irs1, Irs2 y Ptpn1. Como técnicas de detección se han 
priorizado la hibridación in situ y la inmunohistoquímica (IHQ), aunque en aquellos casos en los que no 
había datos de expresión de estas técnicas también se han utilizado datos provenientes de experimentos de 
RT-qPCR y Western blotting. La información se ha obtenido principalmente de la base de datos 
MouseMine (http://www.mousemine.org/mousemine/begin.do) y la librería del National Center for 
Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). 
 
